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Resumen

La contaminacion del agua es una problematica mundial que necesita urgente
solucion. Entre los contaminantes peligrosos para la salud humana y ambiental se
encuentran los compuestos fendlicos, como el 2,4-diclorofenol (2,4-DCF) y el fenol. Se
han desarrollado numerosos sistemas para la eliminacion de estos contaminantes del
agua, sin embargo, algunos son poco eficientes o generan nuevos productos téxicos.
Las peroxidasas son oxidorreductasas potencialmente aplicables a la remediacion de
compuestos fendlicos en aguas contaminadas, ya que pueden catalizar su oxidacion
utilizando H,O,. Sin embargo estas enzimas suelen inactivarse durante el proceso, por
lo que frecuentemente es necesario protegerlas mediante el agregado de aditivos o la
inmovilizacion. En este trabajo se analizaron las potenciales aplicaciones
biotecnoldgicas de extractos crudos totales de peroxidasas (ECT) obtenidas a partir de
raices transformadas de tabaco (Tab) y nabo (N) para la remediacién de fenol y 2,4-
DCF. Se determiné la eficiencia de remocién de ambos compuestos fendlicos por
parte de las enzimas libres o protegidas mediante agregado de aditivos e
inmovilizacion, la toxicidad/genotoxicidad de las soluciones de contaminantes y
soluciones post-remocién (PR) utilizando diferentes bioensayos, con organismos
pertenecientes a distintos niveles tréficos (Rhinella arenarum, ratones Balb-C y
Lactuca sativa), y se realizd una estimacion de la naturaleza quimica de los productos
formados durante el proceso mediante espectrofotometria y voltamperometria ciclica.

Los ECT Tab y N presentaron una elevada actividad enzimatica (con un
predominio de isoformas de peroxidasas basicas) y elevadas eficiencias de remocion
de 2,4-DCF y fenol de soluciones acuosas, con o sin presencia de distintos aditivos. La
presencia de polietilenglicol (PEG-3350), como agente protector en los medios de
reaccion, incrementd la eficiencia de remocion y permiti6 mayor recuperacion de
actividad peroxidasa PR. La aplicacion de los ECT Tab y N, tanto libres como
inmovilizados en capsulas de alginato de calcio y en la resina de intercambio i6nico
carboximetil sephadex (CMS), produjeron elevadas eficiencias de remocién de
soluciones de 2,4-DCF (25 mg/l) y de fenol (10 mg/l), sin embargo, los resultados no
siempre se correlacionaron con disminucion de la toxicidad de dichas soluciones.

Los estudios electroquimicos indicaron que los mecanismos de oxidacion de
ambos compuestos fendlicos por las peroxidasas son complejos, formandose
productos intermediarios durante la primera hora de reaccién, entre ellos quinonas,
que continuarian reaccionando mediante mecanismos fisico-quimicos espontaneos
hasta 48 h luego de la incubacién. Estos productos intermediarios serian responsables
de la toxicidad observada en las soluciones PR.



Abstract

Water pollution is a global problem that requires urgent solution. Phenolic
compounds such as 2,4-dichlorophenol (2,4-DCF) and phenol are among the
hazardous pollutants on human and environmental health. Among the hazardous
pollutants on human and environmental health Various systems have been developed
for removing these contaminants from water, however, some are inefficient or generate
new toxic products. Peroxidases are oxidoreductases are potentially applicable to the
remediation of contaminated waters with phenolic compounds, since they can catalyze
its oxidation using H,O,. However these enzymes are often inactivated during the
process, so it is frequently necessary to protect them by adding additives or by
immobilization. In this work; the potential biotechnological applications of total
peroxidase crude extracts (ECT) obtained from tobacco hairy roots of snuff (Tab) and
turnip (N) for the remediation of phenol and 2,4-DCF is analyzed. The removal
efficiency of both phenolic compounds by free or protected enzymes by addition of
additives was determined by addition of additives and immobilization, toxicity /
genotoxicity solutions pollutants and post-removal solutions (PR) using different
bioassays with organisms belonging different trophic levels (Rhinella arenarum, Balb-C
mice and Lactuca sativa), and an estimate of the chemical nature of the products
formed during the process by spectrophotometry and cyclic voltammetry was
performed.

The ECT Tab and N showed a high enzyme activity (with a predominance of
basic isoforms of peroxidases) and high removal efficiencies of 2,4-DCF and phenol
from aqueous solutions, with or without the presence of various additives. The
presence of polyethylene glycol (PEG-3350), as a protective agent in the reaction
media, increased removal efficiency and allowed higher recovery of PR peroxidase
activity. The application of the ECT Tab and N, both free and immobilized in calcium
alginate beads and with the ion exchange resin carboxymethyl sephadex (CMS),
produced high removal efficiencies of solutions of 2,4-DCF (25 mg/l) and phenol (10
mg/l), however, the results do not always correlate with decreased toxicity of these
solutions.

The electrochemical studies indicated that the mechanisms of oxidation of
phenolics by peroxidases of both ECT both are complex. Some intermediates are
formed during the first hour of reaction, including quinones, which continue reacting by
spontaneous physico-chemical mechanisms until 48 h after incubation. These
intermediate compounds would be responsible for the toxicity observed in the PR
solutions.
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Aplicacion de enzimas vegetales para la remediacion de

compuestos fenaolicos
1. INTRODUCCION

1.1. Lacontaminacion ambiental: una problematica mundial

El comportamiento social del hombre, que lo condujo a comunicarse por
medio del lenguaje, que posteriormente formo la cultura humana, le permitié
diferenciarse de los demas seres vivos. Posteriormente, el progreso
tecnoldgico, y el acelerado crecimiento demogréfico lo llevd a modificar el
medio ambiente, para incrementar la cantidad de recursos necesarios para
alimentar y dar confort a la sociedad. Sin embargo, las alteraciones producidas
al medio ambiente han llegado en algunos casos a atentar contra el equilibrio
bioldgico de los mismos, mediante la contaminacion.

Se denomina contaminacién ambiental a la presencia de cualquier agente
(fisico, quimico o biol6gico) en el ambiente o bien a la combinacion de varios
agentes en lugares, formas y concentraciones tales que sean o puedan ser
nocivos para la salud, la seguridad o para el bienestar de la poblacién, o bien,
que puedan ser perjudiciales para la vida vegetal o animal, o impidan el uso
normal de las propiedades y lugares de recreacion y goce de los mismos. La
contaminacion ambiental consiste también en la incorporacién a los cuerpos
receptores de sustancias sdlidas, liquidas o gaseosas, o mezclas de ellas, que
alteren desfavorablemente las condiciones naturales del mismo, o que puedan
afectar la salud, la higiene o el bienestar de la poblacion (Atlas y Barta, 2001).

La contaminacion es uno de los problemas ambientales mas importantes
gue afectan al mundo y surge cuando se produce un desequilibrio, como
resultado de la adicion de cualquier sustancia al medio ambiente, en cantidad
tal, que cause efectos adversos en el hombre, en los animales, vegetales o
materiales expuestos a dosis que sobrepasen los niveles aceptables en la
naturaleza. Esto suele ocurrir debido a los diferentes procesos productivos del
hombre que conforman las actividades de la vida diaria.

Las principales fuentes de contaminacion antropogénicas estan
identificadas, y entre ellas se incluyen las actividades industriales, militares y
agricolas. El desarrollo excesivo de las industrias quimicas produce una gran
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variedad de sustancias que incluye pesticidas, herbicidas, solventes,
colorantes, hidrocarburos arométicos policiclicos (PHAS), explosivos, bifenilos
policlorados (PCBs), metales, compuestos fendlicos, entre otros, que se
acumulan o dispersan en el aire, el suelo y el agua (Gianfreda y Rao, 2004;
Ohe y col., 2004). Los contaminantes son muy variados, y pueden llegar al
medio ambiente por medio de desechos o efluentes domiciliarios, municipales,
industriales, o por la aplicacion de agroquimicos. De esa forma, la
contaminacion ambiental es una problematica que comenzd a pronunciarse con
la aparicion de las industrias, llegando a la situacién actual, en donde afecta
globalmente a todos los habitantes del planeta (Rovedatti y col., 2001; Ohe y
col., 2004; Weschler, 2009; Crisante, 2011). Los problemas mas serios parecen
encontrarse en las areas urbanas mas densamente pobladas, especialmente
zonas de mayor pobreza econdémica. También existe la contaminacion rural,
principalmente la proveniente de las actividades agricolas y ganaderas, pero
sus efectos suelen ser menos graves que los de las areas urbanas (Atlas
Ambiental de Buenos Aires, http://www.atlasdebuenosaires.gov.ar/ aaba/).

En general, los cauces naturales de agua son los destinatarios principales
de los desechos domiciliarios e industriales, ya sea por vertido directo en rios,
lagos u océanos, o por percolacion en el suelo, llegando a napas subterraneas,
donde los residuos de los mismos pueden permanecer por muchos afios
(Magdaleno y col., 2001; Rovedatti y col., 2001). Varios de estos compuestos
generan un alto impacto ecolégico, pudiendo causar efectos genotoxicos y
mutagénicos o carcinogénicos en animales, plantas y microorganismos (Ohe y
col., 2004, Lemme y col., 2009).

Argentina no es una excepcion. En el afio 2013, se presenté un informe
sobre el estado del Medio Ambiente, realizado entre la agencia Green Cross
Switzerland y el Instituto Blacksmith, en donde la cuenca Matanza-Riachuelo
(de la provincia de Buenos Aires) figura como uno de los 10 lugares mas
contaminados del planeta. (http://www.gcint.org/fs/ESS/Top-10-pollution-
Threats-2013-Green-Cross-Blacksmith-light.pdf). En dicha cuenca se
encuentran mas de 23.000 empresas. Muchas de ellas vuelcan a diario, y
desde hace afios, sus residuos solidos o liquidos, sin ningun tipo de
tratamiento, o con tratamiento insuficiente (http://www.acumar.gov.ar/

pagina/1218/control-y-monitoreo). Argentina no posee medidas de control
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adecuadas para el tratamiento y disposicion de aguas servidas, residuos
peligrosos soélidos y desechos industriales o domiciliarios, que finalmente
terminan contaminando cuerpos de agua superficiales y subterraneos.

Ademas, son crecientes los registros de denuncias sobre liberacion de
efluentes industriales y se han elaborado mapas de contaminacién de regiones
con industrias. En este sentido, en la provincia de Santa Fe, la Universidad
Nacional de Rosario (UNR) ha desarrollado una cartografia social que
georeferencia distintos casos de contaminacion en localidades aledafias a
Rosario, utilizando una pagina web para receptar las denuncias de vertidos de
efluentes industriales u otras fuentes de contaminacion
(https://cordonindustrialrosario.crowdmap.com). Por otra parte, se estima que
actualmente la mayoria de los arroyos, lagos y otros cursos de agua de la
provincia de Buenos Aires se encuentran contaminados, entre otros, con
compuestos fendlicos (Atlas Ambiental de Buenos Aires,
http://www.atlasdebuenosaires.gov.ar/aaba/).

El riesgo para la salud humana es inminente. Segun informes y datos de
la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) del afio 2011, se estima que en los
paises en vias de desarrollo cerca del 20% de las muertes se deben
directamente a causas medioambientales (http://www.who.int/topics/
environmental_pollution/es/;http://www.elmundo.es/elmundosalud/documentos/
2011/09/mapa_contaminacion.html). Por ello es necesario que el hombre
proteja los recursos renovables y no renovables y que tome conciencia que el

saneamiento del ambiente es fundamental para la vida sobre el planeta.

1.1.1. Contaminacion con compuestos fendlicos

En el mundo se producen mas de tres millones de toneladas anuales de
compuestos fendlicos, entre ellos el fenol y sus derivados halogenados
(Agostini y col., 2011 y citas contenidas en este trabajo). Muchos de ellos se
encuentran en el ranking de compuestos peligrosos de la Agencia para
Sustancias Toéxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR) del Departamento
de Salud Ambiental y Humana de Estados Unidos y son considerados
prioritarios por la Agencia de Proteccion Ambiental del mismo pais (US EPA,
1980; 1991) debido a que presentan elevada toxicidad y persistencia (Ertirk y

Sacan, 2013). Existen cuatro grupos de halofenoles (cloro, fluoro, bromo e
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iodofenoles), entre ellos, los clorofenoles (derivados del fenol que contienen en
su estructura de 1 a 5 4tomos de cloro) son los que estan siendo estudiados
mas extensamente, debido a que se producen en muy altas cantidades en todo
el mundo, se utilizan en numerosas industrias y presentan elevada toxicidad
aun en muy bajas concentraciones. Se ha demostrado que, conforme aumenta
el numero de atomos de cloro en su estructura, incrementa su toxicidad,
mientras que su biodegradabilidad disminuye (Itoh y col, 2000; Ertirk y Sacan,
2013).

Los compuestos fendlicos son ampliamente utilizados en el ambito
doméstico, clinico, agropecuario e industrial, como desinfectantes, reactivos
comerciales o precursores de sintesis de herbicidas, colorantes, plasticos,
entre otros productos. Incluso, el humo de tabaco contiene fenol, pudiendo
detectarse bajos niveles de este compuesto en el interior de habitaciones
(generalmente menores a 100 ppb, aunque se han informado valores mas
altos). Cotidianamente estamos expuestos a pequefas cantidades de fenol que
se encuentran en productos de consumo diario, entre ellos alimentos y
cosmeéticos. También son diseminados durante la aplicacion de agroquimicos
como pentaclorofenol (PCF) y el acido diclorofenoxiacético (2,4-D), pudiendo
detectarse tanto en suelo, aire y aguas superficiales y subterraneas
(Ahmaruzzaman, 2008; Zhong y col., 2012).

Los fenoles son altamente solubles en agua y solventes organicos y se
encuentran presentes en elevadas concentraciones en efluentes industriales, o
domiciliarios que, en muchos casos, se vuelcan clandestinamente al medio
ambiente sin un tratamiento previo adecuado (Petroutsos y col, 2008). Cabe
aclarar que los compuestos fendlicos pueden estar presentes en las aguas de
desecho de las industrias en concentraciones que pueden llegar a valores muy
altos, alcanzando muchas veces los 1000 mg/l, lo que conlleva a un gran riesgo
para los seres vivos (Buchanan y Nicell, 1997; Lépez-Molina y col., 2003).

Los efluentes industriales suelen ser tratados en general mediante
métodos fisico-quimicos. Estos tratamientos apuntan a disminuir los solidos
disueltos o en suspension, la demanda quimica y bioldégica de oxigeno y el
carbono organico total (DQO, DBO y COT respectivamente) de diferentes tipos

de efluentes, tanto cloacales como industriales (Bravo y col., 1998). Estos
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tratamientos no suelen ser suficientes para eliminar los compuestos toxicos de
dichos efluentes que pueden ser eliminados directamente al medio ambiente.

La exposicion a compuestos fendlicos es una causa frecuente de
intoxicaciones que producen fallos hepatico y renal, edema pulmonar, anemia
hemolitica y pueden tener accidn cancerigena o teratogénica, ya que son
facilmente absorbidos a través de la piel o vias respiratorias (Flocco y col.,
2002; Padilla y col., 2004).

Concentraciones de fenol de 1 mg/l o mayores afectan a la vida acuatica,
y la exposicion a 6 mg/l de este compuesto (sin consumo) puede afectar la vida
humana. Esto ha llevado a la elaboracion de reglamentaciones, por
Organizaciones Regulatorias Internacionales (US-EPA, OMS) en relacion a las
concentraciones de compuestos fendlicos que pueden admitirse en efluentes y
en aguas que sean destinadas a consumo humano. Sin embargo, los niveles
detectados de compuestos fendlicos en efluentes o aguas superficiales en
distintas partes del mundo superan los limites propuestos (OMS, 1994;
Srivastava y col., 2006; Schummer y col., 2009; Agostini y col., 2011; Alcaraz y
col., 2012). En patrticular, la US EPA determina que el nivel de fenol en aguas
no debe exceder 3,5 mg/l (US EPA, 1989) mientras que en Argentina, la ley de
vertido de residuos industriales (Ley 24.051, anexo Il, del afio 1993) establece
un nivel guia de fenol y/o fenoles totales de 1-2 ug/l para agua dulce superficial
y agua de consumo humano (www.cecopal.org).

A pesar de la existencia de estas reglamentaciones, en nuestro pais se
han reportado numerosos casos de contaminacion en fuentes de agua
naturales (aguas subterraneas, rios, lagos, mares) con compuestos fendlicos,
en concentraciones mucho mayores a los limites permitidos (Magdaleno y col.,
2001; Rovedatti y col., 2001; Alcaraz y col., 2012). Por ejemplo, se han
detectado compuestos fendlicos en rios de la provincia de Cordoba en una
concentracion superior a 2 mg/l (Paisio y col., 2009), y en otros rios del pais,
como el Rio Iguazu (www.territoriodigital.com), Parana (www.universia.com.ar)
y Reconquista (Castafié y col., 2006), donde se registraron concentraciones
entre 0,4 a 1,49 mg/l de estos compuestos.

Es importante considerar que muchas veces estos cauces de agua
contaminados, son utilizados para suministrar agua potable a la poblacion. De

acuerdo a las normativas, las concentraciones de fenol y 2,4-diclorofenol
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maximas tolerables para aguas de bebida con tratamiento convencional son de
2y 0,3 ug/l respectivamente. Sin embargo, el proceso de potabilizacion incluye
la adicion de cloro al agua, que en el caso de presentar fenoles incluso en
bajas concentraciones, podrian reaccionar generando clorofenoles,
incrementando la toxicidad y las consecuencias debidas a la exposicion a estos
compuestos en la poblacion (Ahmaruzzaman, 2008). De acuerdo a estos
antecedentes resulta evidente que el tratamiento de aguas contaminadas
representa un gran desafio en cuanto al desarrollo de sistemas adecuados
para la potabilizacion o descontaminacion, sobre todo cuando se trata de aguas

para consumo humano o animal.

1.2. Métodos de eliminacion de compuestos fendlicos del medio

ambiente

1.2.1. Tratamientos fisicoquimicos y biolégicos convencionales

Entre los diversos métodos fisicoquimicos desarrollados para el
tratamiento de compuestos fendlicos podemos citar la adsorcién, las
oxidaciones quimicas hasta la mineralizacion o la polimerizacién de productos.

El proceso de adsorcién es eficaz para la eliminacion de la materia
organica de efluentes. El carbén activado es uno de los materiales mas
utilizados para este tipo de contaminantes, debido a su alta capacidad de
adsorcion, que suele estar relacionada con su elevada area superficial y
porosidad.

Muchos investigadores han demostrado que el carbén activado es un
adsorbente eficaz para la eliminacién de compuestos fendlicos. Sin embargo,
su alto costo inicial y la necesidad de un sistema de regeneracion costosa lo
transforman en un metodo econémicamente poco viable para procesos a gran
escala o para la eliminacion de compuestos fendlicos de cauces de agua
naturales (Ahmaruzzaman, 2008).

Entre los métodos de oxidacion quimica se encuentran las reacciones tipo
Fenton, o foto Fenton, en las cuales se emplea Fe como agente reductor y se
produce la formacién de radicales libres, que polimerizan espontdneamente
(Dunford, 2002; Al Momani, 2006; Iurascu y col.,, 2009). La oxidacion

electroquimica, termoquimica, la aplicacion de electrdlisis, el agregado de
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diéxido de plomo u otros catalizadores quimicos son otras alternativas para la
eliminacion de compuestos fendlicos, pero presentan desventajas, tales como
el alto costo, y la baja eficiencia (especialmente cuando se trata de mezclas de
contaminantes), sumado a la posibilidad de que se generen nuevos productos
toxicos (Polcaro y Palmas, 1997; Valcarce, 1999; Al Momani, 2006, Eapen y
col., 2007; Busca y col., 2008; Zhou y col., 2008; Ma y col., 2009; Brandao y
col., 2013).

Por ello y teniendo en cuenta que los tratamientos fisicoquimicos
convencionales no son suficientes para la eliminacion de compuestos toxicos
en grandes cantidades de agua o suelo contaminado, los mismos podrian
complementar otras metodologias, incluyendo métodos biolégicos de
saneamiento.

Entre los métodos bioldgicos tradicionales para el tratamiento de
efluentes se emplean comunmente la fermentacion en piletas de decantacion,
la utilizaciéon de lodos activados y las lagunas de oxidacién. Sin embargo, los
microorganismos involucrados en estos procesos son altamente sensibles a la
presencia de compuestos toxicos. Bajo este contexto adquieren gran
importancia los aportes biotecnolégicos, que ofrecen nuevas alternativas de
remediacion bioldgica de contaminantes toxicos (bio y fitorremediacion), que
podrian aplicarse antes o0 después de determinados tratamientos

convencionales (Husain y Ulber, 2011).

1.2.2. Bio y fitorremediacién de compuestos fendlicos

La biodegradacion de un contaminante organico puede dar lugar a la
biotransformaciéon de un compuesto cuando los productos son nuevas
moléculas organicas, incluso de mayor tamafio que la original, o bien a la
mineralizacion, cuando los productos finales de dicha degradacion son CO; y
agua. La estructura de la molécula del contaminante es determinante en su
proceso de degradacion, por ejemplo, los enlaces carbono-halégeno son
sumamente estables y su ruptura es un proceso altamente endergonico, lo que
dificulta su degradacion natural y permite su acumulacion en el medio
ambiente. Sin embargo, muchos de estos compuestos pueden ser degradados
por organismos que contengan enzimas o vias que permitan la remocion de

diferentes compuestos toxicos, o xenobioticos, lo cual dio lugar al desarrollo de
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una rama de la biotecnologia, conocida como biorremediacion (Atlas y Bartha,
2001).

En general, el término biorremediacion se utiliza para describir el uso de
seres vivos 0 enzimas que deriven de ellos para restaurar ambientes
contaminados. Entre los organismos mas usados se encuentran los
microorganismos (bacterias, hongos algas), las plantas (fitorremediacion) y los
nematodos (vermirremediacion), es decir, se sabe que existe un importante
namero de organismos con capacidad para eliminar diferentes contaminantes.
En la tabla 1 se citan solo algunos ejemplos de la utilizacion de

microorganismos y plantas para la remediacion de compuestos fendlicos.

Tabla 1: Utilizacion de diferentes organismos para remediacién de compuestos fendlicos

Organismo Contaminante Referencias
Comunidad bacteriana indigena 2,4,6-TCF* Gallego y col., 2009
(aislamiento del Riachuelo, Argentina)

Pseudomonas putida 2,4-DCF* Kargiy col., 2005

«» | Mycoplana dimorpha 2,4-DCF Manikandan y col., 2008

©

g Comunidad bacteriana 2,4-DCF Quany col., 2003

©

@ Cultivo mixto PCF* Singh y col., 2008a
Alcaligenes 2,4-DCF; 2,4-D* Koh vy col., 1997
Bacillus sp. Fenol Djokic y col., 2013

" Tetraselmis marina 2,4-DCF Petroutsos y col., 2008

©

(oY)

< | Skeletonema costatum 2,4-DCF Yangy col., 2002
Pleurotus spp. 2-MF*, Tsioulpas y col., 2002

2,3-DMF*

Pleurotus ostreatus fenoles de efluente Aggelis y col., 2003

ED fenoles de efluente Olivieriy col., 2006

o

* Trametes pubescens 2-CF*; 2,4-DCF Gaitany col., 2011

2,4,6-TCF; PCF

Trametes versicolor Fenoles de efluentes Ryany col., 2007
Vetiveria zizanoides L. Nash fenol Singh y col., 2008b
Medicago sativa fenol Flocco y col., 2002

(%]

*2 Salix matsudana 2,4-DCF Shiy col., 2012

<

& Nicotiana tabacum 2,4-DCF Talanoy col., 2012a
Vicia sativa L. fenol Ibafiez y col., 2012

(*) CF: clorofenol; DCF: diclorofenol; TCF: triclorofenol; PCF: penta cloro fenol; MF: metilfenol, DMF:

dimetoxifenol;2,4-D: acido 2,4 fenoxiacético;
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Entre las ventajas que presenta la remediacion mediante plantas o
microorganismos, en relacion a los métodos fisicoquimicos de tratamiento, es
que brinda mas seguridad al medio ambiente, es menos disruptiva y menos
costosa que otras metodologias. Ademas, la remediacion puede realizarse in
situ 0 ex situ, y ofrece un amplio rango de potencialidades para la remocién de
diferentes compuestoss organicos e inorganicos, en diferentes ambientes o
efluentes contaminados (Harvey y col.,, 2001; Suresh y Ravishankar, 2004;
Pilon-Smits, 2005). Otra ventaja es la compatibilidad de las técnicas de
remediacion con los métodos convencionales, por lo cual es posible que se
utilicen en forma combinada y complementaria con procesos fisicos, o quimicos
para mejorar y favorecer la efectividad de las mismas. De esta forma se evita el
uso de sustancias quimicas, para eliminar los contaminantes, como los
catalizadores metélicos o sustancias sintéticas, reduciendo los riesgos que
éstos representan para la salud y el ambiente. (Varsavsky, 2002; Entezari y
col., 2006; Alcalde y col., 2006; Hamid y Khalil-ur-Rehman, 2009).

Continuamente se estudian microorganismos y plantas capaces de
degradar contaminantes, dirigiendo los esfuerzos hacia la identificacion de las
enzimas responsables de estos procesos, con el fin de aplicarlas
posteriormente en tratamientos de remediacion. Las enzimas de interés pueden
ser extraidas de dichos organismos y utilizadas para remediacion enzimética
en suelos o aguas contaminados. Esto demanda la realizacion de estudios para
encontrar nuevas fuentes de enzimas, que puedan tener altas eficiencias bajo
diferentes condiciones de pH, temperatura, salinidad, en presencia de
sustancias toxicas (Duran y Espdsito, 2000; Duran y col., 2002; Ahuja y col.,
2004; Gianfreda y Rao, 2004; Alcalde y col., 2006; Husain y col., 2009).

1.2.3. Fitorremediacion utilizando cultivos de raices transformadas

Los cultivos de raices transformadas son una herramienta biotecnoldgica
gue se utiliza como sistema modelo en estudios bioquimicos, fisioldgicos y
moleculares de plantas, asi como también para la produccién de metabolitos
secundarios 0 enzimas, y mas recientemente para estudios relacionados con la
fitorremediacion de contaminantes, entre otras aplicaciones. Como
caracteristica, en estos cultivos se produce un crecimiento masivo de raices

adventicias, generando una importante cantidad de biomasa radicular. Estos
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cultivos presentan un genotipo y fenotipo estable, con un crecimiento rapido e
indefinido in vitro, pueden ser subcultivados en medios sin el agregado de
fitohormonas y permiten la produccion de numerosos metabolitos secundarios
(Georgiev y col.,, 2007; 2012; Talano y col.,, 2012b, Ludwing-Mduller y col.,
2014).

Se obtienen a través del proceso de infeccion de un tejido vegetal
(explanto) con la bacteria fitopatogena Agrobacterium rhizogenes. Se trata de
una bacteria del suelo, Gram negativa, que alberga un megaplasmido (de mas
de 200 kb) llamado pRi, con la capacidad de transferir e integrar al genoma del
vegetal un Unico segmento de ADN, denominado T-ADN, mediante lo cual se
produce un crecimiento, en forma tumoral, de raices. EI T-ADN contiene los
genes denominados rol (loci inductores de raices), estos loci son esenciales
para el desarrollo y mantenimiento del fenotipo de las raices transformadas, sin
embargo, su funcién y el mecanismo molecular por el cual ocurre el proceso no
ha sido todavia elucidado completamente (Georgiev y col., 2012, Ludwing-
Miller y col., 2014). Dentro de la secuencia del T-ADN se pueden diferenciar
dos grupos de genes, el primero, se encuentra en la region izquierda del T-
ADN (Ti-ADN) y contiene los cuatro genes rol (A, B, C y D). Este grupo de
genes esté relacionado con la biosintesis de fitohormonas, que producen una
alteracion del balance hormonal de la célula hospedadora, induciendo una
estimulacién de la division celular que resulta en la formacion de las raices
transformadas. De ellos, el principal involucrado en la formacion de las raices
seria el gen rol B (Bhagyalakshmi vy col., 2012; Ludwing-Mdller y col., 2014). EI
segundo grupo de genes, ubicado a la derecha del T-ADN (T4-ADN), contiene
dos genes relacionados a la produccién de auxinas (aux 1 y aux 2), dos de
sintesis de opinas (ops) y uno de agropinas (ags) (Casanova y col., 2005;
Bhagyalakshmi , 2012; Sharmay col., 2013).

Las diferentes cepas de A. rhizogenes varian en su habilidad para
transformar, en su virulencia y en la morfologia de las raices. Las mismas
pueden clasificarse de acuerdo al tipo de opinas producidas por el tumor. En
general, se clasifican las cepas en dos grupos principales:

e tipo agropina (cepas A4, 15834, LBA 9402). Inducen la formacién de

raices produciendo agropina, manopina y sus correspondientes
acidos.
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e tipo manopina (cepas 8196, TR7, TR101) elicitan las raices
conteniendo solamente manopina, acido manopinico y acido
agropinico.

Esta clasificacion, presentada en 1983, es la méas aceptada en la
actualidad, sin embargo también existe otra clasificacion, propuesta en 1997,
que considera 5 grupos (octopina, agropina, nopalina, manopina y cucumopina)
(Sharmay col., 2013 y citas contenidas en este trabajo).

A. rhizogenes tiene la capacidad de infectar y generar el tumor en un
amplio rango de mono y dicotiledoneas (a la fecha se han reportado
aproximadamente 500 especies vegetales susceptibles a la transformacion).
Las raices transformadas pueden obtenerse mediante la inoculacion del
microorganismo en distintos tejidos vegetales. El evento de transformacion se
produce mediante la produccion de heridas o pequefios cortes en el tejido
vegetal previamente desinfectado, lo cual permite la penetracion de la bacteria,
con la posterior transferencia del segmento T-ADN del plasmido Ri a la célula
vegetal, y la posterior integracion del mismo al genoma de la misma. En las
cepas conteniendo el plasmido Ri tipo agropina las dos regiones Ti-ADN y Ty4-
ADN se trnsfieren por separado al genoma vegetal (Bandyopdhyay y col.,
2007). Los sintomas observados luego de la infeccién por A. rhizogenes se
deben a una mayor sensibilidad de las células transformadas a las auxinas, lo
que promueve una proliferacion de tipo tumoral en forma de raices en la zona
infectada (Suza y col., 2008). En la figura 1 se pueden observar el crecimiento
de las raices tumorales a partir de un explanto vegetal inoculado con A.

rhizdégenes.

Figura 1: Crecimiento de raices transformadas a partir de la inoculacion de

explantos vegetales con Agrobacterium rhizégenes.
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Las raices genéticamente modificadas pueden separarse y establecerse
asépticamente en cultivos, como clones de raices (Figura 2). Ademas, dichas
raices se regeneran facilmente y transmiten el T-ADN a su progenie (Wahby,
2007).

Figura 2: Cultivos de raices transformadas de diferentes especies vegetales

crecidos en medio MS liquido.

Una vez establecidos los cultivos, es posible subcultivarlos para su
mantenimiento, o producir biomasa con fines biotecnoldgicos. Para este fin se
han disefiado distintos modelos de biorreactores, permitiendo producir distintos
metabolitos de interés (Suresh y col., 2001; 2005; Georgiev y col., 2012;
Ludwig-Mdiller y col., 2014)

Los cultivos de raices transformadas ofrecen varias ventajas para su uso
en estudios de fitorremediacion, las cuales incluyen: su capacidad de crecer
rapidamente en condiciones asépticas, proporcionan una mayor superficie de
contacto entre los contaminantes y el tejido, y su estabilidad genética y
metabdlica, incluso durante periodos de cultivo prolongados (Gujarathi y col.,
2005; Georgiev y col.,, 2007; 2012). Otra ventaja de utilizar raices
transformadas para estudios de fitorremediacion, es su capacidad de producir
grandes cantidades de exudados que contienen enzimas que pueden
transformar a los contaminantes y algunos compuestos quelantes de metales,
los cuales pueden secuestrar contaminantes organicos e inorganicos (Gujarathi
y col., 2005; Bais y col., 2006; Doty, 2008).

Cultivos de raices transformadas de distintas especies vegetales han sido
utilizados para evaluar el potencial de los mismos para eliminar contaminantes
del medio ambiente, incluyendo a los compuestos fendlicos, como se muestra

en la tabla 2.
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Tabla 2: Utilizacion de cultivos de raices transformadas de diferentes especies vegetales para la
remediacidn de compuestos fendlicos

Especie

sustratos

Estrategia/Estudio

Referencias

Daucus carota
Ipomoea batatas
Solanum aviculare

fenol
2-CF*
2,6-DCF*

Remocion en medios conteniendo
entre 50 a 5000 uM de los sustratos.
Eficiencias de remocién hasta 90% (50
uM).

Santos de Araujo y col.,
2006

Brassica napus

fenol

Remocién de soluciones conteniendo
entre 10 y 500 mg/I. Eficiencia de 80%
(500 mg/I).

Coniglio y col., 2008
Gonzalez y col., 2012

2,4-DCF

Remocion de soluciones conteniendo
entre 100 y 1000 mg/I. Escala
laboratorio y biorreactor. Eficiencia de
99%.

Agostini y col., 2003
Angeliniy col., 2011

Brassica juncea

fenol

Remocion de soluciones conteniendo
entre 50 y 1000 mg/I. Eficiencia de 97%
para concentraciones menores a 500
mg/I.

Singh y col., 2006

Nicotiana tabacum

fenol

Establecimiento y comparacién con
cultivo transgénico para peroxidasa
basica de tomate. Remocidn de
soluciones entre 100 y 500 mg/I de
fenol. Eficiencias de 90%

Sosa-Alderete y col.,
2009

2,4-DCF

Remocion de soluciones entre 100 y
1000 mg/I de fenol. Eficiencias de 98-
83% respectivamente.

Talanoy col., 2010

Solanum
lycopersicum

fenol

Establecimiento y comparacién con
cultivos transgénicos que
sobreexpresan peroxidasa basica.
Remocion de soluciones 100 mg/I de
fenol. Eficiencias de 85%

Wevar Oller y col., 2005

Helianthus annus

fenol

Remocion de soluciones entre 100 y
500 mg/I. Eficiencias mayores 95% (100
mg/l).

Jhaycol., 2013

(*) CF: cloro fenol; DCF: diclorofenol

Los cultivos de raices transformadas son altamente eficientes para la

remediacion de compuestos fendlicos, incluso en elevadas concentraciones,

presentando un alto potencial para su aplicacion en tratamientos de efluentes.

En general,

se atribuye esta capacidad a

la presencia de enzimas

oxidorreductasas, principalmente peroxidasas. En este sentido, cultivos de

raices transformadas transgénicos, que sobreexpresan peroxidasas han

mostrado ser mas eficientes en la remocion de compuestos fendlicos (Wevar
Oller y col., 2005; Sosa Alderete y col., 2009)
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1.2.4. Utilizacion de enzimas en remediacion de compuestos

fenolicos

Las enzimas pueden utilizarse como un complemento para remover
compuestos toxicos que interfieran con subsecuentes tratamientos biolégicos u
otros tratamientos convencionales a fines de disminuir costos y mejorar la
eficiencia del proceso de detoxificacion de efluentes industriales (Husain vy
Ulber, 2011)

La biocatalisis mediada por oxidasas microbianas, fungicas o vegetales,
ha mostrado un gran potencial en la remocion de compuestos fendlicos de
efluentes industriales o aguas contaminadas. Entre ellas, las lacasas y las
peroxidasas son muy atractivas para su aplicacion en bioprocesos, ya que
tienen baja especificidad, catalizando la oxidacion de un amplio rango de
sustratos en forma controlada y sin la necesidad de adicionar coenzimas, lo
que disminuye notablemente los costos de implementacion (Duran y col., 2002;
Burton, 2003; Riva, 2006; Rodriguez Couto y Toca Herrera, 2006). Estas
enzimas, faciles de extraer y de producir en grandes cantidades, suelen ser
obtenidas mediante cultivos de hongos o a partir de tejidos vegetales. Diversos
autores han estudiado sus propiedades y su capacidad de remocién de
compuestos fendlicos, para su aplicacion en biorremediacion, mostrando altas

eficiencias en cortos tiempos de tratamiento (Tabla 3).
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Tabla 3: Utilizacion de lacasas y peroxidasas de diferentes origenes para la remediacidn de compuestos fendlicos

Enzima | Fuente Sutratos Estrategia/Estudio Referencias
@ Trametes sp. 2,6-DMF*; 2-CF; 3-CF; | Eficiencias de 50% en remocidn de | Shin-Yay col., 2005
§ 4-CF*; 2,4-DCF; 2,6- 2,4-DCF (75-80 mg/I). En mezclas
s DCF*; 2,4,6-TCF*; fendlicas obtienen eficiencias entre
cresol; xilenol 15y 70%.
Trametes 2,4-DCF 50% de eficiencia de remocion de Zhangy col., 2009
(Coriolus) 2,4-DCF (25mg/l) Inmovilizacion en
versicolor quitosano.
2-CF; 4-CF; 2,4-DCF; Eficiencias hasta 74% (Sustratos en | Itoh y col., 2000
2,5-DCF; 2,6-DCF; concentracién 50 mg/l). Los
3,4-DCF; 3,5-DCF; compuestos que contienen atomos
2,4,5-TCF; 2,4,6-TCF, de cloro en posiciéon 3, 4 y/o 5 no
PCF* fueron removidos con esta enzima.
Pleurotus sp. 2,4-DCF 99% de eficiencia de remocion de Bhattacharya y col.,
2,4-DCF (1 mM) 2009
Aspergillus sp. guayacol Eficiencias de remocién entre 60 y Ko y Chen, 2008
catecol 70% (concentraciones iniciales de 5
cresol mM). Formacion de polimeros sobre
membrana.
Bacillus guayacol ; 3-MF¥*; Eficiencia de remocion entre 32 a Hirose y col., 2003
4-MF; 2,3-DMF; 90% dependiendo del sustrato
2,6-DMF; 3,4-DMF; (concentraciones iniciales de 0,1
3,5-DMF; 2-Cloro-4- mM).
MF; 4-Cloroguayacol
Armoracia fenol 90% de eficiencia de remocion de Bddalo y col., 2006
rusticana (HRP) fenol (2 mM).
PCF Eficiencias de remocion de 92% Zhang y Nicell., 2000
(2,25mM) Kim y col., 2007
2,4-DCF, 2,6-DCF Determinacion de productos de Laurenti y col.,2002;
oxidacién 2003
Glycine max fenol 85 % de eficiencia de remocién de Fengy col., 2013
(SBP) fenol (1 mM). Steevensz y col.,
2014
fenol 75% de eficiencia de remocidn de Bddalo y col., 2006
fenol (2 mM)
" 4-CF 90% de eficiencia de remocion de 4- | Gédmez y col., 2009
g CF (1,5 mM)
2 Cynara scolymus | 4-CF entre otros 80% de remocion de 4-CF (1,4 mM) | Lépez-Molinay col.,
g L. compuestos fendlicos 2003
e Coprinus compuestos fendlicos | Eficiencias de remocion de 90% Kauffmanny col.,
cinereus varios (100 mg/I). 1999
Brassica fenol 90% de eficiencia de remocion de Devay col., 2014
olareacea fenol (10 mM)
Raices fenol; 2,4-DCF Extractos de peroxidasas y Gonzalez y col.,
transformadas peroxidasas parcialmente 2006
de S. purificadas. Eficiencias de remocion
lycopersicum de 80 % (10 mg/l).
Raices fenol Peroxidasas parcialmente Coniglio y col., 2008
transformadas purificadas. Eficiencia de 35%.
de Brassica
napus

DMF: dimetilfenol; CF: clorofenol; DCF: diclorofenol; TCF: triclorofenol; PCF: pentaclorofenol; MF: metilfenol
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En general, las peroxidasas presentan mayores eficiencias de remocion
de compuestos fendlicos, mientras que los tiempos de incubacion de
reacciones catalizadas por estas enzimas son mucho menores comparados

con los utilizados por la mayoria de las lacasas.

1.2.5. Peroxidasas vegetales: su aplicacion en remediacion

Las peroxidasas (E.C.1.11.1) son hemoproteinas con actividad de
oxidoreductasas, presentes en numerosos seres vivos. Muchas de ellas, de
diferentes origenes, han sido estudiadas exhaustivamente en cuanto a sus
funciones fisioldgicas, caracteristicas cataliticas y han sido secuenciadas.
Estas enzimas presentan un gran numero de isoformas, que pueden tener
diferente localizacion subcelular, masa molecular y punto isoeléctrico (pl),
dando lugar a diversos grupos: basicas, neutras y &cidas (Gonzalez y col.,
2008). Todas ellas tienen en comun la caracteristica de utilizar peréxidos,
principalmente peroxido de hidrogeno (H202), como aceptor de electrones para
oxidar varios compuestos organicos o inorganicos, entre ellos fenol y sus
derivados, formando radicales libres que pueden reaccionar entre si y
polimerizar espontaneamente (Figura 3) (Bakalovic y col., 2006; Saidman y
col., 2006; Passardi y col., 2007; Gomez y col., 2008; Qayyum y col., 2009;
Hamid y Khalil-ur-Rehman, 2009; Mao y col., 2013).

Mecanismo enzimatico Polimerizacién espontdnea

2 RH + H,0,===2 R" + H,0 === R-R

Figura 3: Mecanismo de acciéon de peroxidasas. RH: Sustrato reductor. R*: radical

libre del sustrato; R-R: dimero.

El mecanismo de accion de las peroxidasas ocurre en tres etapas. En el
primer paso, la enzima reacciona con el sustrato oxidante (generalmente H,0,),
formando un producto intermediario conocido como Compuesto |. Luego, el
compuesto | reacciona con una molécula de sustrato (RH) el cual es oxidado,
produciendo la liberacién de un radical libre (R) y la formacién del compuesto
Il. Posteriormente la enzima reacciona con una segunda molécula de sustrato,
se libera una molécula de agua y se forma un segundo radical libre quedando
la enzima disponible para comenzar un nuevo ciclo. En la figura 4 se resume el

mecanismo de accion descripto.
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( N

H.O, H,0
Enzima Compuestol
R =
H,0

K H Compuestoll /

Figura 4: Esquema representativo del mecanismo catalitico de las peroxidasas,

utilizando peroxido de hidrégeno como agente oxidante. RH: Sustrato reductor.

R*: radical libre del sustrato. Compuestos I, II: intermediarios.

El sitio activo de este grupo de enzimas esta constituido por el grupo
hemo, y dentro de su estructura proteica tiene gran relevancia la presencia de
histidinas en la posicion proximal y distal al mismo. Estas histidinas son
esenciales para el ciclo catalitico de la reaccidén ya que estabilizan las cargas
producidas durante las oxidaciones de los sustratos. Las formas y propiedades
del sitio activo de las peroxidasas pueden variar segun la familia (Kummer y
col., 1996; Dunford, 2002; Saidman y col., 2006; Gbmez y col., 2008).

Estas enzimas han sido propuestas como herramientas para la
remediacion de contaminantes, principalmente en la eliminacion de peréxidos,
0 compuestos toxicos y recalcitrantes que pueden encontrarse en efluentes
industriales o suelos y aguas contaminadas. De acuerdo a lo que se sabe
actualmente, una gran variedad de contaminantes organicos podrian ser
oxidados por peroxidasas vegetales. Este hecho se debe a que se trata de
enzimas muy ubicuas, de elevada afinidad por sustratos organicos de diferente
naturaleza quimica y a su baja especificidad de sustrato (Kvesitadze y col.,
2005). Entre las mas estudiadas se encuentran la peroxidasa de rabano
picante (Armoracia rusticana) llamada HRP (“horseradish peroxidase”) y la de
soja (Glycine max) denominada SBP (“soybean peroxidase”) (Gianfreda y Rao,
2004; Hamid, 2009; Hamid y Khalil-ur-Rehman, 2009).

Numerosas peroxidasas vegetales han sido purificadas a partir de raices
(6rganos en los que son particularmente abundantes) de plantas crecidas a
campo. Sin embargo estos cultivos presentan algunas desventajas ya que son

afectados por variaciones climaticas, cambios en el suelo, enfermedades y
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ademas se requieren grandes cantidades de tejido para su extraccion. Por esta
razon, los cultivos in vitro de raices transformadas, por tratarse de cultivos
organizados que presentan un gran desarrollo de masa radicular, constituyen
una alternativa interesante para la produccion de estas enzimas, ya que se
cultivan bajo condiciones controladas, asegurando una produccion constante y
estable de las mismas, tanto en los tejidos propiamente dichos como en el
medio de cultivo (Agostini y col., 1997; Agostini y col., 2003; Thimmaraju y col.,
2005; Singh y col., 2006).

Una de las principales limitaciones de la aplicacion de enzimas en
bioprocesos a nivel industrial es la presencia de grandes volimenes de
efluentes a tratar, que demandan una elevada de produccion de estas enzimas.
La estabilidad de las mismas en las condiciones operacionales es de vital
importancia en biotecnologia. Ademas, las peroxidasas pueden sufrir pérdida
de actividad o desnaturalizacion durante el proceso, lo que disminuye las
eficiencia (Duran y col., 2002; Husain y Ulber, 2011).

Esta pérdida de actividad puede ocurrir durante la reaccién de oxidacion

de los sustratos, mediante:

a) Adsorcién del producto de polimerizacién en el sitio activo de la enzima,
lo que bloquearia el ingreso de nuevo sustrato en el ciclo catalitico (Ziemys y
Kulys 2005a; 2005b).

b) Reaccidén entre la enzima y radicales fenoxi o fenilo (radicales libres),
que reaccionarian con el grupo hemo de la enzima produciendo su
degradacion, afectando irreversiblemente el sitio activo (Mao y col., 2013).

c) Inactivacion suicida por H,O,, propia del mecanismo de las peroxidasas.
(Nazari y col., 2005a; 2007; Mahmoudi y col., 2008; Kulys e Ivanec-Goranina,
2009). Este proceso puede ocurrir a nivel de la reaccion del Compuesto | con
H.O,, en donde se produce una particion que puede conducir al reciclaje de la
enzima o a su inactivacién. Las peroxidasas son mas suceptibles a la
inactivacién en presencia de un exceso de H,0,, en donde el ciclo catalitico da
origen a wuna forma inactiva denominada P-670 (también Illamada
verdohemoproteina) y otro intermediario denominado Complejo Ill, de muy baja
reactividad. La formacion de este ultimo intermediario no indica inactivacion

terminal de la enzima, dado que puede revertir espontdneamente hacia el
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estado nativo de la misma (Hernandez-Ruiz y col., 2001; Malomo y col., 2011;
Sosa Alderete y col.,, 2012). El mecanismo de inactivacién suicida de las
peroxidasas en presencia de un exceso de H,0O, se resume en la figura 6.

/ i \
Hlol
y Compuesto]
Enzima
l/\ H,0,
0 ,\‘ '}\[Compuesto 0 P70
2 0,
° H0

H*

HO,'

Compuesto Il ﬁ Compuesto Il

H,0 5103

Figura 5: Esquema representativo del mecanismo de inactivacion suicida de las
peroxidasas, en presencia de exceso de peréxido de hidrégeno. Compuestos I, Il y
llI: intermediarios. P670: forma inactiva de la enzima. HO,, O, : radicales libres.

Tomado de Fernandez-Ruiz y col., (2001) con modificaciones.

Para evitar la pérdida de actividad de las peroxidasas se pueden optimizar
las condiciones de reaccion. Las principales estrategias para mejorar la
estabilidad operacional y de minimizar la pérdida de actividad incluyen el uso
de aditivos, la inmovilizacién, cristalizacion o la utilizacion de activadores
(Nakamoto y Machida 1992; Mahomoudi y col., 2003; Kurniawati y Nicell, 2007;
Mao y col., 2013).

1.2.6. Aditivos paraincrementar la eficiencia de peroxidasas

Se han realizado numerosos estudios para evaluar el efecto de distintos
compuestos sobre la actividad de las peroxidasas, apuntando a optimizar la
eficiencia y a aumentar la vida media de las mismas. Entre ellos, se destaca el
empleo de polietilenglicol (PEG) de diferentes pesos moleculares que permite
mejorar la eficiencia de remocién de compuestos fendlicos e incrementar la
recuperacion de peroxidasas, luego del proceso como fue demostrado para
peroxidasas de Armoracia rusticana (HRP), Glicine max (SBP), Brassica

oleracea, Brassica napus, Solanun lycopersicum, entre otras (Ghioureliotis y
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Nicell, 1999; Tonegawa y col., 2003; Bddalo y col., 2006; Gonzalez y col., 2008;
Quintanilla-Guerrero y col., 2008; Feng y col., 2013; Deva y col., 2014).

El uso de agentes surfactantes, como polisorbato (Tween), dodecil sulfato
sodico (SDS) y Tritobn también ha sido relacionado a incrementos de actividad
enzimatica, incrementos de eficiencia y proteccion de peroxidasas (Kim y col.,
2007; Feng y col., 2013; Thomas, 2013). Sin embargo, los efectos no son
iguales para todas las peroxidasas y pueden variar con las concentraciones de
los aditivos, llegando a generar efectos inhibitorios (Mahmoudi y col., 2003;
Nazari y col., 2005a).

La presencia de solventes organicos, como metanol, etanol, hexanol,
hexadecano, dimetilformamida o dimetilsulfoxido pueden generar un importante
impacto sobre la actividad de las enzimas, afectando a la formacién de los
productos, obteniéndose por ejemplo, a partir de fenol, polimeros de diferentes
pesos moleculares (Kobayashi e Higashimura, 2003; Singh y col., 2012; He y
col., 2014).

Algunos autores han evaluado también los efectos de otros compuestos,
como metales, metaloides y aminoacidos, encontrando efectos protectores,
activadores o inhibidores sobre la actividad de peroxidasas de distinto origen.
Estos antecedentes son de relevancia cuando se evalla el tratamiento de
efluentes complejos, que pueden contener mezclas de estos compuestos
(Keyhani y col., 2003; Mahmoudi y col., 2003; Nazari y col., 2005a)

1.2.7. Inmovilizacién de enzimas

La inmovilizacion enzimatica consiste en mantener la biomolécula unida o
atrapada en un soporte fisico con adecuada estabilidad quimica y mecanica,
conservando su actividad catalitica y permitiendo el flujo de sustratos y
productos.

La inmovilizacion de enzimas se caracteriza por aumentar, en general, su
estabilidad y vida media, facilitando la separacién de las mismas de la solucién
post-tratamiento (Rojas-Melgarejo, 2002). Esto permite, en muchos casos, su
re-utilizacion, disminuyendo los costos, aumentando la eficiencia del proceso
de remocion en pequefia escala como asi también en biorreactores. No
obstante algunas desventajas radican en que ciertos agentes inmovilizantes

pueden presentar elevado costo y/o reducir la actividad especifica de la enzima

21



Introduccion

(Mateo y col., 2007; Vojinovi¢ y col., 2007; Almzadeh y Nejati, 2009; Mileti¢ y
col., 2012; Feng y col., 2013).

En general, los métodos de inmovilizacibn pueden clasificarse en
irreversibles o reversibles. Las enzimas pueden ser inmovilizadas en soporte
naturales y/o sintéticos uniéndolas al mismo mediante enlaces covalentes o
uniones débiles y pueden ademés ser encapsuladas mecanicamente la adicidén
de agentes que formen una pelicula protectora alrededor de la enzima
inmovilizada, permitiendo la difusion de reactivos y productos de pequefio
tamafo, pero no de proteinas (Rojas-Melgarejo, 2002; Fajardo-Ochoa y col.,
2011).

1.2.7.1. Métodos de inmovilizacion irreversibles

En los métodos de inmovilizacion irreversibles se realiza el enlace del
biocatalizador a un soporte de manera permanente, por lo cual el biocatalizador
no puede ser liberado sin destruir o modificar su actividad biologica o el
soporte. Los procedimientos mas comunes que pueden emplearse son el
enlace covalente, enlace cruzado, atrapamiento y micro encapsulado (Figura
6).

Soporte con
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funcionales % ;2
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superficie
Enlace covalente

a) Enzima -
mmovmzada Agentede union

Enzima
" inmovilizada

Matriz de
gelen
pequefias
esferas

Enzima
incluida
enla

. matriz
Matriz de gel Enzimaincluida en las esferas

Figura 6: Sistemas de inmovilizacion irreversible. a) Inmovilizaciéon covalente
sobre un soporte con grupos funcionales. b) Inmovilizaciéon por formacién de
enlaces cruzados. ¢) Inmovilizacion por atrapamiento en matriz de gel. d)
Inmovilizacién por atrapamiento en esferas de gel. Tomado de Fajardo-Ochoa y

col., 2011, con modificaciones.
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La inmovilizacion covalente (Figura 6 a) es ampliamente utilizada,
especialmente cuando existe un requerimiento estricto de ausencia de
proteinas en la solucién post-proceso. El método incluye una fase de activacion
del soporte, en la cual se adiciona una funcion reactiva al mismo, generalmente
grupos electrofilicos, que incluyen cadenas de lisina (grupo amino), cisteina
(grupo tiol) o los &cidos aspartico y glutamico (grupos carboxilo), que
reaccionaran con los grupos reactivos analogos de las proteinas. Mediante la
interaccion de los grupos del soporte con los de la proteina, la misma sera
inmovilizada y orientada. La principal desventaja de este método radica en la
posibilidad de que la unién covalente se realice con grupos funcionales del sitio
activo, lo que implicaria modificacién del mismo o impedimentos estéricos que
reduzcan la actividad de la enzima. Sin embargo, este efecto puede verse
disminuido al dirigir el enlace a grupos de sitios especificos de la enzima y/o
con una orientacion molecular definida (Rojas-Melgarejo, 2002; Fajardo-Ochoa
y col., 2011).

La inmovilizacion mediante la formacién de enlaces cruzados (Figura 6 b)
no necesita el empleo de soportes. En estos métodos se inmoviliza la enzima
formando agregados, que se originan mediante la formacién de enlaces
directos entre las enzimas, o entre enzimas y un agente de union,
generalmente de bajo peso molecular (por ejemplo glutaraldehido). Si bien este
método tiene la ventaja de ser sencillo, cuenta con la desventaja de ser
altamente susceptible a pequefias variaciones en las condiciones de operacion.

Por otra parte, los métodos de atrapamiento estan basados en la inclusion
de las enzimas en una red polimérica que permite la difusién de los sustratos y
productos, sin permitir la difusién de las proteinas. Puede realizarse la inclusion
en geles (Figura 6 c) o por micro-encapsulacion (Figura 6 d). Los soportes
pueden ser naturales o artificiales (Rojas-Melgarejo, 2002). En el caso de
inclusion en gel pueden emplearse silica gel, poliacrilamida, agarosa, entre
otros. Los geles pueden clasificarse en geles humedos, geles secos
(xerogeles) o geles en aerosol (aerogeles). Las enzimas son suspendidas en
una solucion que posteriormente es gelificada, quedando atrapadas. Para la
micro-encapsulacion se emplean generalmente soportes porosos (que pueden
ser posteriormente revestidos con nanocompuestos), liposomas (formando

microemulsiones con agentes emulsificantes) o se forman capsulas de gel (por
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ejemplo alginato de calcio) (Fajardo-Ochoa y col., 2011). Las técnicas de
inclusién tienen la ventaja de no afectar la estructura de la proteina, por lo cual
la actividad de las enzimas permanece intacta. Ademas, protegen a las
enzimas del medio externo, permitiendo su aplicacion en diversas condiciones
de pH y temperatura, y permiten el agregado de diferentes aditivos que
mejoren la eficiencia del proceso. Sin embargo, su principal desventaja la
menor difusion de sustratos y productos (Fajardo-Ochoay col., 2011).

1.2.7.2. Métodos de inmovilizacion reversibles
La caracteristica de los métodos de inmovilizacion reversible es la
posibilidad de desprender a las enzimas del soporte bajo condiciones no
extremas. Esto permite que el soporte pueda ser reutilizado, regenerandose y
recargandose de enzimas cuando la actividad de las mismas decae, por lo cual
disminuyen los costos del proceso.

Dentro de este grupo, se encuentran los métodos de adsorcién, en los
cuales se utilizan soportes organicos o inorganicos que atraen a las enzimas y
las retienen por medio de interacciones ionicas, puentes de hidrégeno, fuerzas
hidrofébicas o de Van der Waals (Rojas-Melgarejo, 2002). En la figura 7 se
muestra, a modo de ejemplo, la adsorcion de las enzimas mediante la
interaccién de cargas positivas de las mismas sobre un soporte cargado

negativamente (soporte de intercambio cationico).
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Figura 7: Sistema de inmovilizacién de enzimas mediante adsorcién en soporte de

intercambio catiénico. Tomado de Fajardo-Ochoa y col., 2011 con modificaciones.
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Este método consiste en poner en contacto a la enzima en solucion
acuosa con el soporte durante un tiempo dado, luego lavar eliminando la
enzima que no fue inmovilizada. Presenta la ventaja de mantener
practicamente intacta la actividad de la enzima, ya que la unién débil no afecta
Su estructura, pero esta caracteristica hace que al mismo tiempo la union sea
reversible y sensible a cambios de pH y temperatura (Rojas-Melgarejo, 2002;
Fajardo-Ochoa y col., 2011)

1.2.7.3. Seleccion del soporte para la inmovilizacion

No existe un método universal para inmovilizar enzimas y el método
seleccionado debe satisfacer no soélo las necesidades cataliticas (en términos
de productividad, selectividad y estabilidad) sino también las no cataliticas
(posibilidad de separacion y control del proceso) que en gran medida estan
determinadas por la aplicacién que se dard a la enzima inmovilizada (Cao,
2005; Husain y Ulber, 2011; Jiang y col., 2014).

Para poder elegir correctamente un soporte de inmovilizacion es
necesario conocer las caracteristicas moleculares de la enzima y del soporte
en el cual se inmovilizara la misma. Un soporte ideal requiere cumplir con

ciertas caracteristicas:

e Debe presentar una gran superficie para permitir la interaccion y unién de
la enzima.

e Debe poseer una alta densidad de grupos reactivos en su superficie, los
cuales interaccionaran con la enzima para efectuar la inmovilizacion.

e Los grupos reactivos de la proteina y del soporte deben atraerse
mutuamente.

e Los grupos reactivos involucrados en la inmovilizacién deben ser estables
para permitir que la enzima y el soporte se mantengan unidos por largos

periodos de tiempo.

Otras propiedades que pueden tenerse en cuenta en la seleccidon son
resistencia fisica a la compresién, hidrofilicidad, ser inerte (para la enzima y sus
derivados), resistencia a la contaminacion o degradacion microbiana y bajo

costo (Fajardo-Ochoay col., 2011).
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Por otra parte, las condiciones de inmovilizaciéon (tiempo, pH, temperatura,
soluciones amortiguadoras empleadas, y la presencia de inhibidores de las
enzimas) son criticas para garantizar la union de la enzima al soporte y la
actividad de la enzima inmovilizada (Mateo y col., 2007).

Es de suma importancia considerar para la aplicacion de enzimas
inmovilizadas en la remediacion de aguas de desecho, el costo del material
inmovilizante, la disponibilidad de soportes sencillos y de facil aplicacion, la
recuperacion de la enzima-soporte luego del proceso y la mantencion de las
propiedades cataliticas y estabilidad de las enzimas (Bolivar y col., 2007;
Saidman y col., 2006; Mileti¢ y col.,, 2012). En todos los casos, resulta
importante evaluar el impacto de la inmovilizacion sobre la cinética enzimatica
para determinar la factibilidad del sistema para procesos biotecnoldgicos a

pequefia y gran escala (Vojinovic¢ y col., 2007; Saidman y col., 2007).

1.2.7.4. Remocién de compuestos fendlicos por peroxidasas
inmovilizadas

Se han realizado numerosos estudios de inmovilizacion, de diferentes
peroxidasas que luego se aplicaron para la remediacién de contaminantes de
aguas o de efluentes (Husain y Ulber, 2011). Entre ellos, se destacan el empleo
de la inmovilizacion sobre soportes de afinidad, como las resinas de
intercambio i6nico, tal es el caso de DEAE celulosa o carboxi metil sephadex
(CMS), que permiten inmovilizar selectivamente grupos de peroxidasas
catidnicas (Kulshrestha y Husain, 2006a; 2006b; Dalal y Gupta, 2007). Este tipo
de soporte es util para adsorber tanto peroxidasas parcialmente purificadas
como extractos crudos, lo cual facilita el proceso y disminuye los costos de
implementacion.

Por otra parte, se destaca también la inmovilizacion mediante la
encapsulacién de las peroxidasas en alginato de calcio, el cual puede
emplearse tanto para enzimas puras como en extractos crudos, y tiene como
ventaja adicional la posibilidad de agregar agentes protectores, como PEG,
logrando altas eficiencias de remocion de contaminantes (Quintanilla-Guerrero
y col. 2008; Almzadeh y Nejati, 2009).
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En la tabla 4 se citan algunos estudios recientes en los que se han

obtenido resultados positivos en la remocion de compuestos fendlicos por

peroxidasas de distintos origenes, inmovilizadas con diferentes soportes.

Tabla 4: Inmovilizacién de peroxidasas en diferentes soportes utilizadas para la remocién de
compuestos fendlicos

Peroxidasa Soporte/Estrategia Aplicacidn referencia
HRP Micelas de SDBS* Remocidn de fenol Zhangy col., 2012
Gel de poliacrilamida Remocién de PCF Zhangy col., 2007
Nanotubos hibridos de Remocidn de fenol Zhaiy col., 2013
quitosano y silicato de
aluminio.
Vidrio aminopropilado Remocion de fenol, Vojinovi¢ y col., 2007
4-CF* y PSA*
Membranas de Remociodn de fenol Vasileva y col., 2009
ultrafiltracién con
acetonitrilo, modificadas
con NaOH
Eupergit®C Remocidn de fenol Pramparo y col., 2010
Con-A-Sephadex Remocidn de 4-CF Dalal y Gupta, 2007
Gel de alginato de calcio Remocidn de fenol Rojas-Melgarejo y col., 2006
HRPy Magnetita Remocidn de anilina | Saidman y col., 2006
peroxidasa de
Pleorotus
HRP y SBP vidrio aminopropilado Remocidn de fenol Gémezy col., 2006
SBP Vidrio Remocién de fenol GAmez y col., 2007
SBP Silica gel/alginato Remocidn de fenol Trivediy col., 2006
Peroxidasa de | Poliacrilamida remocién de fenol vy |Singhy Singh, 2002
B. napus naftol

Cépsulas de alginato de
calcio

Remocién de fenol

Regalado y col., 2004

Gel de alginato de calcio y
Affigel 10

Remocién de
compuestos fendlicos

Quintanilla Guerrero y col.,
2008

Peroxidasas de
Momordica
charantia

Con-A-Sephadex

Remocién de fenol y
derivados

Akthar y Husain, 2006

Peroxidasa de
Raphanus
sativus

DEAE-celulosa

Remocion de naftol

Ashraf y Husain, 2010

SDBS: dodecyl bencen sulfato sodico; PCF: penta cloro fenol; CF: clorofenol; PSA: fenol-4-acido sulfénico
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1.3. Evaluacion de la eficiencia de remediacion mediante ensayos de
toxicidad

En general, cuando se habla de remediacion se evalla la desaparicion de
los contaminantes, optimizando las condiciones fisico-quimicas para dicha
reaccion. Sin embargo, no siempre se realizan ensayos de optimizacién de
condiciones para la “detoxificacion” de los distintos compuestos. Los
parametros ambientales tradicionales, como DQO, DBO y COT son, a menudo,
insuficientes para la evaluacion de la eficiencia del tratamiento de un efluente,
ya que no brindan informacion sobre la toxicidad de los mismos.

Teniendo en cuenta que, como consecuencia de las reacciones de
remocion se forma una mezcla compleja de intermediarios solubles, resulta de
gran interés la realizacion de diferentes test de toxicidad para confirmar o no el
efecto “detoxificante“. Por lo tanto, hay un creciente interés por parte de la
comunidad cientifica en estudiar los productos formados y los efectos
ecotoxicolégicos de la aplicacién de distintos procesos para el tratamiento de
efluentes o contaminantes especificos (Wagner y Nicell, 2002; Joner y col.,
2004; Karci, 2014).

Es recomendable realizar la evaluacion de las toxicidad de cada
contaminante o efluente y el monitoreo de procesos de remediacibn mediante
test que involucren especies de diferentes niveles troficos, con el fin de estimar
el efecto de la contaminacion sobre el ecosistema. Esto es importante debido a
que los efectos toxicos de un compuesto pueden variar en los organismos de
acuerdo a la susceptibilidad de los mismos, el tiempo de exposicion y la etapa
de desarrollo (Greulich y Pflugmacher, 2003; Boh6rquez-Echeverry y Campos-
Pinilla, 2007, De Nicola y col., 2007).

Actualmente, para detectar la toxicidad de diversas sustancias
ambientales, se utilizan test bioldégicos de toxicidad o bioensayos, que se
pueden definir como pruebas en las cuales se evallan los niveles de toxicidad
de determinados agentes tdxicos o mezclas de ellos, sobre organismos
vegetales y/o animales. Los bioensayos son actualmente un campo de estudio
que se ha expandido rapidamente, involucrando el desarrollo de numerosas
técnicas bioanaliticas que pueden ser aplicadas a organismos de distintos

niveles troficos. Son un instrumento alternativo y que complementa a los
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tradicionales analisis quimicos para la determinacion de toxicidad de muestras
ambientales.

Algunos de los test que pueden aplicarse son reconocidos por
Organismos Internacionales como la US-EPA y han sido estandarizados segun
normas ISO o IRAM, como por ejemplo: Lactuca sativa (Greene y col., 1988;
Barrientos y col., 2008), Pseudokirchneriella subcapitata (norma 1SO 8692 (E),
1989), Daphnia magna (ISO 6341, 1996; US-EPA, 1996), Vibrio fisheri (norma
ISO 11348-3, 1998) o los ensayos que utilizan embriones de anfibios, como es
el caso de ANFITOX que utiliza Rhinella arenarum (Herkovits y col, 2002;
Greulich y Pflugmacher, 2003; Lascano y col.,, 2009). Ademés, se han
desarrollado numerosos test que pueden ser utilizados para evaluacion de
ecotoxicidad, toxicidad de medicamentos u otros productos de consumo
humano o animal, involucrando distintos organismos, entre ellos vegetales
como es el de Allium cepa, peces o mamiferos (Schmid, 1975; Venturino y col.,
1999; Lyte y Lyte, 2001; Yen y col., 2001; Aoyama y col., 2005; Grisolia y col.,
2005; Adbel Migid y col., 2007; OECD, 2014).

En general, los test de toxicidad pueden realizarse en pruebas a campo
(in situ) o en laboratorio (ex situ). De acuerdo a la asiduidad con que se aplica
el compuesto toxico los test pueden denominarse como estéaticos, cuando el
toéxico se aplica una uUnica vez (no se renueva en el medio del test), semi
estaticos, cuando se realiza una renovacion periodica del toxico en el medio de
ensayo o de flujo continuo, donde el medio se renueva continuamente.
Respecto al tiempo de exposicion o etapa de desarrollo del organismo utilizado,

se pueden clasificar en test de toxicidad:

a) Aguda (el periodo de exposicion es corto en relacion al tiempo de
generacion del organismo de prueba),

b) Subcronica (el periodo de exposicion cubre, al menos, el 10% del
tiempo de generacion del organismo de prueba)

c) Crénicos (el periodo de exposicién cubre, al menos, una generacién del

organismo de prueba).

Por otra parte, se pueden llevar a cabo otros tipos de estudios, que
involucran efectos sobre la reproduccion (por ejemplo en mamiferos) o de
recuperacion de los organismos luego de la aplicacion del toxico en evaluacion.
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Para poder determinar la toxicidad de una solucién es necesario calcular
diferentes pardmetros, que indican los efectos o respuestas de los organismos.
Dichas respuestas pueden ser de letalidad o de efectos subletales. En el caso
de que exista mortalidad de los organismos del ensayo frente al compuesto
toxico se calcula la concentracion letal que produce distintos porcentajes de
letalidad (0 al 100%). La mas utilizada para cuantificar y comparar los efectos
toxicos de diferentes compuestos es la concentracion letal 50 (CLsp), que indica
la concentracion de la sustancia probada que produce mortalidad del 50% de
los organismos ensayados y la concentracion minima no letal (CMNL) con la
cual no se produjo mortalidad de los organismos (Diaz-Béaez y col., 2004).

Por otra parte, si los efectos obtenidos sobre el sistema biolégico son
subletales, se utiliza como pardmetro la concentracion efectiva (CE) que
produce efectos (cambios morfolégicos, malformaciones, efectos sobre el
desarrollo) en distintos porcentajes de los organismos expuestos. De esta
forma, se calcula la concentracion efectiva 50 (CEsp) que produce efectos
subletales en el 50% de los organismos (o que afecta en un 50% el desarrollo
de los mismos) y la concentracion no efectiva (CMNE) es aquella que no
produce ningun efecto.

La seleccion de un organismo adecuado para los bioensayos depende
de varios factores, entre los que se encuentran la sensibilidad a toxicos, su
disponibilidad y abundancia, la estabilidad genética y uniformidad en las
poblaciones. Otros factores de relevancia son la representatividad de su nivel
trofico en la evaluacién del riesgo ecologico del contaminante, la facilidad de
cultivo y adaptabilidad a las condiciones de laboratorio.

Por otra parte, las caracteristicas de la muestra ambiental a evaluar es
determinante en el tipo de test seleccionado. Distintos grupos de investigadores
han realizado monitoreo del medio ambiente utilizando, ademas de los test de
toxicidad, otros tipos de ensayos bioldgicos para detectar presencia de
compuestos genotdéxicos o mutagénicos en agua suelo o aire (Grisolia y col.,
2005; Janior y col., 2007; Gana y col., 2008; Hoshina y Marin-Morales, 2009;
Liu y col.,, 2009). Ademas se han realizado estudios de monitoreo sobre la
descarga de efluentes municipales e industriales en rios o lagos mediante el
empleo diferentes bioensayos de toxicidad. Otros investigadores, apuntan a

analizar la toxicidad de los componentes potencialmente toxicos 0 mutagénicos
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gue pueden estar presentes en aguas superficiales, efluentes o al monitoreo de
procesos de remocion de los mismos utilizando diferentes ensayos biologicos
de toxicidad. Estos estudios incluyen el analisis de agroquimicos, compuestos
fendlicos y los procesos de degradacion de algunos de ellos (Ateeq y col.,
2002; Greulich y Pflugmacher, 2003; Chen y col., 2006; Abdel Migid y col.,
2007; Keri y col., 2007; lamarino y col., 2009; Angelini y col., 2011; Gonzéalez y
col., 2012; Young y col., 2012).

Algunos bioensayos son Utiles para evaluar la contaminacion de suelos y
aguas, entre ellos el test de germinacién y elongacion radicular de L. sativa
(Charles y col., 2011). Este bioensayo presenta una importante ventaja frente a
otros, ya que permite evaluar la fitotoxicidad de muestras coloreadas o con
elevada turbidez, incluso suelos contaminados de manera directa y sin
necesidad de filtracion previa o pre-tratamientos, reduciéndose asi las
interferencias y simplificando el procedimiento, en relacion a otras pruebas en
las que se utilizan algas o plantas acuéticas sumergidas. Este test también ha
sido aplicado para estudios de toxicidad de efluentes y monitoreo de
tratamiento de efluentes industriales (Pandard y col., 2006; Bohorquez-
Echeverry y Campos Pinilla, 2007; Valerio y col., 2007; Diaz Lépez y col., 2008)

Por su parte, Herkovits y colaboradores, (2002) destacaron el uso de
anfibios en el analisis de la toxicidad de muestras tomadas en cauces naturales
de aguas y efluentes industriales potencialmente contaminados de la provincia
de Buenos Aires. Este test, denominado ANFITOX mostr6 ser altamente
sensible para la deteccibn de compuestos tdxicos presentes en aguas
contaminadas, presentando mayor sensibilidad que los test que utilizan peces.

Mediante el empleo de los test de mutagenicidad o genotoxicidad se ha
demostrado que muchos rios de Europa, Asia y Sudamérica estan
contaminados con compuestos que presentan potente accidn genotoxica. Entre
estos, se pueden citar los rios Matanza-Riachuelo, canales de la zona industrial
de Ensenada y Berisso (Buenos Aires) y el rio Tercero (Cérdoba) para lo cual
se aplicaron el test de Ames (que utiliza cepas de Salmonella), o el de
genotoxicidad/citogenicidad, realizados in vitro o in vivo, mediante la induccién
de microndcleos en organismos acuaticos, roedores, plantas y cultivos
celulares (Ohe y col., 2004).

31



Introduccion

1.3.1. Test de toxicidad utilizando Rhinella arenarum

El sapo americano comun, R. arenarum (anteriormente Buffo arenarum,
Hensel) (Figura 8) es una especie ampliamente distribuida en Argentina, y tiene
la ventaja de haber sido estudiada en forma muy completa desde el punto de
vista fisioloégico. Al igual que otros anfibios, se encuentra ubicado
estratégicamente en las redes troficas y es altamente sensible al estrés que
generan los compuestos quimicos que pueden encontrarse contaminando el

ambiente (Lascano y col., 2009).

Figura 8: Rhinella arenarum macho adulto.

Los embriones de anfibios estan naturalmente expuestos a condiciones
oxidantes durante su desarrollo y la presencia de contaminantes en el medio
acuatico puede afectar la normal respuesta antioxidante de los organismos,
generando malformaciones durante su desarrollo o efectos letales (Mussi y
Calcaterra, 2010; Ferrari y col., 2011).

Su susceptibilidad es fuertemente dependiente del estadio de desarrollo
(E), siendo mayor en los estadios embrionarios y larval, periodos en los que su
habitat es acuatico (Greulich y Pflugmacher, 2003; Lascano y col., 2009).
Debido a esto, los embriones de anfibios han sido empleados como indicadores
ambientales de contaminacion y en estudios de toxicidad de sustancias puras
(Pérez-Coll y Herkovits, 2004 y citas contenidas en él).

ANFITOX es un test semi estatico (las soluciones a evaluar deben ser
renovadas diariamente) que puede adaptarse para la evaluacion de toxicidad
aguda, subcrodnica y cronica. Esto permite ajustar las condiciones y los tiempos

de exposicién apropiados a la toxicidad de las muestras a evaluar (Pérez-Coll y

32



Introduccion

Herkovits, 2004). A este test podemos subdividirlo en ANFIAGU (test agudo de
96 h de exposicion), ANFICORT (test crénico corto de 7 dias de exposicion) y
ANFICRO (test cronico de 14 dias de exposicion). En estos test se emplean
generalmente larvas en estadio 25 de desarrollo (E 25), las cuales son
expuestas a distintas dosis del contaminante, a fines de obtener los valores de
CLso, CMNE y CLgo.

La sensibilidad de este test puede también incrementarse utilizando
ANFIEMB, que emplea embriones en las primeras etapas de desarrollo
(blastdmeros de 2 a 4 células), expuestos durante 7 dias a la solucion a
evaluar, lo que permite observar letalidad, y los posibles efectos teratogénicos
producidos por el contaminante sobre el desarrollo de los embriones. En la
figura 9 se muestran imagenes correspondientes a distintos estadios

embrionarios de R. arenarum.

Figura 9: Diferentes estadios del desarrollo embrionario de R. arenarum. a) Géstrula
tardia (estadio 12); b) Tubo neural (estadio 16); c) Brote caudal (E 17); d) Circulacion
branquial (E 20); e) Boca abierta (E 21): f) Circulacion en la aleta de la cola (E 22); g)
Opérculo completo (E 25)

1.3.2. Test de toxicidad y genotoxicidad en ratones

Diferentes ensayos permiten detectar y evaluar los dafios en el patrimonio
genético provocados por una exposicion continua a conocidos o potenciales
agentes genotoxicos. Los test de micronucleos utilizando roedores
(generalmente ratones) se han utilizado como método de deteccion de gran

variedad de agentes genotdxicos, como medicamentos, herbicidas o efluentes.
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Se trata de un ensayo in vivo, de toxicidad aguda, en los cuales los animales
son inoculados (intraperitonealmente) o expuestos (por via oral o respiratoria)
al compuesto a evaluar (Schmidt, 1975).

La exposicion a un contaminante puede afectar a distintos tejidos o al
metabolismo del animal. Incluso, puede producir dafios en el ADN de sus
células. El test es capaz de detectar la ruptura o perdida cromosémica (dafios
clastogénicos o aneugénicos respectivamente) en diferentes células. Esto se
puede observar microscoOpicamente, mediante la formacion de micronucleos en
eritrocitos de la médula Osea, los cuales durante su proceso de formacion
pierden el nucleo, pero no lo fragmentos de ADN o cromosomas, que quedan
en su citoplasma (Schmidt, 1975; Franco de Diana y col., 1996; Mafas Torres y
col., 2006; Molina Jaso y col., 2009).

La utilizaciéon de ratones como indicadores de toxicidad permite obtener
informacion adicional sobre el metabolismo de los contaminantes vy
mecanismos de toxicidad. De esta forma, se pueden monitorear los niveles
sanguineos de las enzimas indicadoras del funcionalismo hepatico o renal, o
evaluar dafos citotéxicos en el tejido hepatico (Borzelleca y col., 1985). Sin
embargo, es importante tener en cuenta que pueden existir diferencias de
susceptibilidad relacionadas al sexo del animal, entre las distintas cepas de
ratones, el estado nutricional y/o fisiolégico, el tipo de exposicion y el agente.

Desde el punto de vista ecolégico, estos test brindan una importante

informacion sobre los efectos de los contaminantes en mamiferos.

1.3.3. Test de toxicidad con semillas de Lactuca sativa

El bioensayo con semillas de lechuga (Lactuca sativa) es un ensayo
estatico de toxicidad aguda (120 h de exposicion), en el que se evaltuan los
efectos fitotoxicos de un compuesto puro o de una mezcla compleja en el
proceso de germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas
durante los primeros dias del crecimiento. Para la evaluacion de los efectos
fitotoxicos, se determina la inhibicion en la germinacién y la inhibicion en la
prolongacion de la radicula y del hipocotilo (Torres-Rodriguez, 2003).

El fundamento del método se basa en los numerosos procesos
fisiolégicos que ocurren durante el periodo de germinacion y los primeros dias

de desarrollo de la plantula. La presencia de una sustancia toxica puede
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interferir alterando la supervivencia y el desarrollo normal de la planta, siendo
por lo tanto una etapa de gran sensibilidad frente a factores externos adversos.
El éxito o aptitud de una plantula para establecerse en un ambiente
determinado es relevante para garantizar la supervivencia de la especie, por lo
tanto la evaluacion del desarrollo de las plantulas constituye un indicador
representativo para determinar su capacidad de establecimiento y desarrollo
(Torres-Rodriguez, 2003).

En la figura 10 se puede observar una imagen de las semillas de L. sativa
utilizadas en el test, una placa conteniendo plantulas germinadas sobre papel
de filtro y la morfologia de una plantula, en donde se sefialan el hipocétilo y la

radicula de una plantula germinada y con desarrollo normal.

o
9
3]
o
L2
o o

Figura 10: Test de L. sativa a) Semillas; b) Plantulas germinadas en placa de

petri; ¢) Morfologia de la plantula de L. sativa.

La evaluacion del efecto en la elongacion de las radiculas y de los
hipocotilos de las plantulas, permite ponderar el efecto toxico de compuestos
solubles presentes en bajas concentraciones, que no son suficientes para
inhibir la germinacion. Estos compuestos toxicos pueden retardar o inhibir los
procesos de elongacion de la radicula o del hipocétilo. De esta manera, la
inhibicion en la elongacion de la radicula e hipocatilo constituyen indicadores
de efectos subletales, utiles en la evaluacién de efectos tdxicos en vegetales.

Si bien L. sativa no es una especie representativa de ecosistemas
acuaticos, la informaciéon generada a partir de esta prueba de toxicidad

proporciona datos acerca del posible efecto de los contaminantes en las
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comunidades vegetales cercanas a las margenes de cuerpos de agua
contaminados. Por otra parte, muchas de las reacciones y procesos
involucrados son generales para la gran mayoria de las semillas, por lo que la
respuesta de esta especie y los datos obtenidos a partir de la aplicacion de
esta prueba, son en gran medida representativos de los efectos en semillas o
plantulas en general (Torres-Rodriguez, 2003).

Cuando se incorpora esta prueba en una bateria de bioensayos es
importante considerar ciertas ventajas como: la sensibilidad de la especie L.
sativa, el reducido tiempo de exposicion de las semillas, los bajos costos
asociados y que no precisa equipamiento sofisticado, ademas de requerir

pequefios volimenes de muestra, comparado con otros organismos.

1.4. Identificacién de los productos obtenidos a partir de la remocién de

compuestos fendlicos con peroxidasas

Se ha descripto que, como consecuencia de la reaccion de compuestos
fendlicos con diferentes peroxidasas, se produce la formacion de intermediarios
que en general son radicales libres. Estos intermediarios pueden variar de
acuerdo a la isoenzima de peroxidasa empleada en la reaccion.
Posteriormente, gran parte de los mismos, tienden a polimerizar
espontaneamente, dando lugar a la formacion de polimeros que generalmente
precipitan en la solucién (Dec y Bollag, 1994). Los fenoles presentan varias
alternativas para su polimerizacion, que involucran principalmente las

posiciones orto y para (Figura 11).
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Figura 11: Dimeros y trimeros estables producidos mediante oxidacion de fenol con
HRP (Extraido de Yu y col., 1994)
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El fenol, tendria mayores posibilidades que 2,4-DCF de formar distintos
radicales, ya que no tiene grupos sustituyentes bloqueando estas posiciones,
pudiendo dar lugar a la formacién de una gran variedad de productos como
consecuencia de la catalisis mediada por peroxidasas, incluyendo polimeros de
bajo peso molecular (Kobayashi e Higashimura, 2003). Por su parte, el 2,4-
DCF tendria una sola posicion disponible en su anillo fendlico para formar
radicales libres y polimerizar. Sin embargo, es factible que por procesos fisico-
guimicos o enzimaticos ocurra la perdida de los sustituyentes de cloro en una o
ambas posiciones, lo que permitiria incrementar el nidmero de posibles
especies reactivas (Dec y Bollag, 1994; Antonopoulos y col., 2001; Laurenti y
col., 2003; Cheng y col., 2004; Talano y col., 2010). Varios trabajos indican que
la oxidacién de clorofenoles mediante técnicas fisico-quimicas y/o por
peroxidasas producirian diferentes radicales hidroxilados o quinonas, que luego
se condensarian formando distintos dimeros. (Laurenti y col.,, 2003;
Poerschmann y col., 2009). En la figura 12 se describe el posible mecanismo
de oxidacién y dimerizacion de 2,4-DCF con HRP propuesto por Laurenti y
colaboradores (2003).

3 OH .
//,\L a /,.L\ _cl . ,/| cl
O O = O
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| [ |
cl cl cl
b c
a A > o T
{ N~ N~
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e o /L _Cl o 0 A | it N 0. /L\ cl
O] — O] = [ ]
Y Y

Cl Cl Q

Figura 12: Mecanismo de reaccion de oxidacién de 2,4-DCF mediado por HRP,
propuesto por Laurenti y colaboradores (2003). a) Formacion de radicales libres; b)
Polimerizacion espontanea de radicales libres y formacién de 2,4-dicloro-6-(2,4-
diclorofenoxi)-1,4-benzoquinona; c) Formacion de quinona con pérdida de CI,

mediada por HRP, formacién de 2-cloro-6-(2,4-diclorofenoxi)-1,4-benzoquinona.
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Dentro de las numerosas técnicas utilizadas para estudiar dichos
mecanismos podemos sefialar a la espectrofotometria como la mas
ampliamente utilizada para comenzar los andlisis de identificacion de
compuestos quimicos. De igual manera, las técnicas electroquimicas, entre
ellas la voltamperometria ciclica, permiten la adquisicion de informacion
cualitativa acerca de las reacciones de 6xido-reduccion.

Ambas técnicas presentan un interés particular debido a que son
adecuadas para el analisis de la reaccion de oxidacion de fenol y 2,4-DCF por
peroxidasas, lo que permitiria estimar el mecanismo de la reaccion mediada

por estas enzimas, asi como la naturaleza quimica de los productos obtenidos.

1.4.1. Técnicas espectrofotométricas

El estudio a nivel molecular de cualquier muestra requiere la utilizacién de
técnicas analiticas que permitan su determinacion cualitativa y cuantitativa, asi
como su caracterizacion fisico-quimica y biologica. La espectroscopia es el
estudio de la interaccion entre la radiacion electromagnética (luz) y la materia,
con absorcion o emision de energia radiante (Harris, 2007).

Las moléculas pueden absorber energia luminosa (fotones) y almacenarla
en forma de energia interna. Cuando un fotén es absorbido por una molécula
se origina un salto desde un estado energético basal o fundamental, Sp, a un
estado de mayor energia (estado excitado), (S2 o S3), y sélo se absorbera la
energia que permita el salto al estado excitado. Cada molécula tiene una serie
de estados excitados que la distingue del resto de las moléculas. Como
consecuencia, la absorcidén que presenta una molécula a distintas longitudes de
onda (su espectro de absorcion) constituye una sefia de identidad, que no
cambia de forma con la concentracion de la misma (Skoog y col.,, 2001).
Posteriormente, la molécula excitada libera la energia absorbida hasta un
estado energético de menor energia (Si, So 0 T), lo cual puede ocurrir por
distintos mecanismos, como la fluorescencia, fosforescencia o disipacion
mediante conversion interna y relajacion vibracional, como se muestra en el

diagrama de Jablonski (Figura 13).
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Figura 13: Diagrama de Jablonski (simplificado), procesos fisicos que pueden
ocurrir cuando una molécula absorbe un fotén de energia y pasa desde su estado
basal (Sp) a un estado excitado (S, 0 S3). S; y T, son estados excitados de menor
energia. Las lineas rectas representan procesos de absorcién y liberacion de
energia radiante, las lineas ondulantes son fendbmenos no radiantes. En violeta
absorcién, en verde conversion interna de la energia, en amarillo regreso a Sy
mediante fluorescencia, en marrdn cruce de sistema, azul relajacion vibracional y

en rosa regreso a Sy mediante fosforescencia.

Uno de los métodos mas sencillos, accesibles, utiles y utilizados en la
espectroscopia es la espectroscopia ultravioleta-visible, o espectrofotometria.
Por medio de esta técnica se pueden identificar y cuantificar compuestos
guimicos en solucién y en muestras bioldgicas (Skoog y col., 2001; Harris,
2007). La espectrofotometria es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucién. Se basa en que las moléculas
absorben las radiaciones electromagnéticas para pasar a un estado excitado.
Se utiliza radiacion electromagnética de las regiones visible, ultravioleta
cercana (UV) e infrarroja cercana (IR) del espectro electromagnético, es decir,
longitud de onda entre 380nm y 780nm. La radiacion absorbida por las
moléculas desde esta region del espectro provoca transiciones electrénicas
gue pueden ser cuantificadas ya que la cantidad de luz absorbida depende de
forma lineal de la concentracion. Ademas, la absorcion de las radiaciones UV,
visibles e IR depende de la estructura de las moléculas, y es caracteristica para
cada sustancia quimica (Skoog y col., 2001).

La luz visible o UV es absorbida por los electrones de valencia, éstos son
promovidos a estados excitados (de energia mayor). Al absorber radiacion
electromagnética de una frecuencia correcta, ocurre una transicion desde uno

de estos orbitales a un orbital vacio. Las diferencias entre energias varian entre
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los diversos orbitales. Ademas, algunos enlaces, como los dobles, provocan
coloracion en las moléculas ya que absorben energia en el visible asi como en
el UV. Debido a esto, la espectroscopia UV-visible se utiliza también para
identificar algunos grupos funcionales de moléculas.

El analisis espectral se basa en detectar la absorcibn o emision de
radiacion electromagnética a ciertas longitudes de onda y se relacionan con los
niveles de energia implicados en una transicion cuantica. Para hacer este tipo
de medidas se emplea un espectrofotdmetro, en el que se puede seleccionar la
longitud de onda de la luz que pasa por una solucién y medir la cantidad de luz

absorbida por la misma (Harris, 2007).

1.4.2. Técnicas electroquimicas

Las técnicas electroquimicas pueden definirse como el resultado de la
combinacion entre electricidad y la quimica, a través de la correlacion de
parametros quimicos con cantidades cuantificables que derivan de propiedades
eléctricas, tales como la corriente, la carga y el potencial eléctrico. Estas
técnicas tienen su fundamento en la transferencia de cargas que ocurre cuando
dos fases de naturaleza diferente se ponen en contacto. Esto implica la
generacion de reacciones de oxidorreduccion, en la que se pueden diferenciar
dos hemirreacciones de transferencia de carga en direcciones opuestas
(hemirreacciones de reduccién y de oxidacién). Esto es lo que ocurre cuando
un electrodo entra en contacto con una solucion. Si se aplica una diferencia de
potencial entre dos electrodos, sumergidos en una solucion electrolitica, en uno
de los electrodos se favorece una dada reaccion (oxidacion o reduccién) y en el
otro la opuesta. Las técnicas pueden emplearse para obtener informacion
sobre la transferencia de cargas del analito de interés o sobre los mecanismos
asociados a dichas transferencias electronicas (Bard, 2001).

Sin embargo, pueden existir fenomenos que modifiquen la superficie del
electrodo sin involucrar transferencia de cargas, tales como la adsorcion y/o
desorcion de reactivos o productos de la reaccion, los cuales deben tenerse en
cuenta ya que pueden afectar el analisis de los resultados obtenidos. En todos
los casos es necesario que la corriente generada por estos factores sea

determinada mediante un blanco (realizando la experiencia en iguales
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condiciones experimentales pero sin la sustancia responsable de la sefial
electroquimica), y que dicha sefal influya lo menos posible en el resultado del
analisis (Wang y col., 1992; Bard, 2001).

La implementacion de las técnicas electroquimicas implica el manejo de
tres variables: potencial (E), corriente (I) y tiempo (t). Por ejemplo, en las
técnicas de tipo potenciostaticas se mantiene fijo el valor de E, mientras que la
variable | queda libre y evoluciona segun las caracteristicas del sistema
electroguimico en estudio. En pruebas de tipo galvanoestaticas se controla I,
mientras que E es la variable dependiente. Segun la dependencia del tiempo
podemos tener procesos electroquimicos estacionarios (las variables E, | y
concentracion no dependen del tiempo) o no estacionarios (en donde se
aplican estimulos que perturban el equilibrio de la reaccion, luego el sistema
retorna al equilibrio 0 evoluciona a un nuevo estado estacionario) (Bard, 2001).

Estas técnicas requieren al menos dos electrodos (conductores) y una
solucidn electrolitica en contacto entre ellos, constituyendo de esta manera una
celda electroquimica. Es comdn el uso en estas celdas de tres tipos de

electrodos:

e Electrodo de trabajo, en el cual ocurren las hemirreacciones de interés.

e Electrodo auxiliar o contraelectrodo, encargado de cerrar el circuito
eléctrico y permitir el pasaje de la corriente eléctrica. En él ocurren las
hemirreacciones complementarias.

e Electrodo de referencia, encargado de proveer un potencial estable y
reproducible, comparado contra el potencial del electrodo de trabajo.

Durante la determinacion electroquimica, el potencial de trabajo es
mantenido en un valor constante respecto al electrodo de referencia, lo cual se
realiza mediante un potenciostato. La aplicacion de los distintos potenciales de
trabajo se realiza mediante un generador de funciones, mientras que los datos
son obtenidos mediante un registrador (Skoog y col., 2001). En la figura 14 se

muestra un diagrama de bloques del circuito basico usado en estas técnicas:
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Figura 14: Circuito basico utilizado en las técnicas electroquimicas (Extraido

L Generador de J

de Granero, 2009). ET: electrodo de trabajo; CE: contraelectrodo; ER:
electrodo de referencia.

1.4.2.1. Voltamperometria ciclica

La voltamperometria abarca un grupo de métodos electroanaliticos, en los
que la informacion sobre el compuesto quimico de interés se deduce de la
medida de intensidad de corriente en funcién del potencial aplicado.

Es muy utilizada, principalmente como herramienta para dilucidar los
mecanismos de reaccion de los procesos electroquimicos en diferentes
medios, los procesos de adsorcién sobre superficies, los mecanismos de
transferencias de electrones en superficies de electrodos quimicamente
modificados y para medir la concentracién de especies quimicas en solucion.
(Bard, 2001; Skoog y col., 2001)

Dentro de las técnicas voltamperométricas pueden distinguirse dos grupos

principales:

e De variacion lineal del potencial aplicado (voltamperometria ciclica y
lineal)
e De variacion de potencial en forma de pulsos (voltamperometrias de

pulso normal, de pulso diferencial y de onda cuadrada)

La voltamperometria ciclica es ampliamente utilizada en la adquisicién de
informacion cualitativa de reacciones electroquimicas. El poder de la misma
resulta en la habilidad de proveer rapidamente informacion sobre la
termodinamica de los procesos redox y la cinética de las reacciones de

transferencia electrénica y sobre reacciones quimicas acopladas o procesos de
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adsorcion. La voltamperometria ciclica es a menudo una de las primeras
metodologias llevadas a cabo en un estudio electroquimico. En particular, ella
ofrece una r4pida localizacién de los potenciales redox de las especies
electroactivas, permitiendo estimar los grupos funcionales involucrados en la
reaccion de oxido-reduccion (Granero y col., 2010; Ramirez y col., 2010; Tesio
y col., 2011).

En la voltamperometria ciclica, la region del potencial de trabajo se
recorre desde un valor de voltaje inicial hasta un valor final y, al llegar a éste,
se invierte el sentido del barrido, dando como resultado la forma de la onda
aplicada, que es triangular. El barrido puede realizarse en sentido anddico o
catodico dependiendo de la informacion requerida. Durante el barrido el
potenciostato mide la corriente resultante de acuerdo al potencial aplicado,
obteniéndose un grafico, o voltamperograma ciclico (VC), que esta formado por
picos, uno por cada especie existente en la muestra y que requieren una

adecuada interpretacion (Bard, 2001).
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Hipotesis y Objetivos

2. Hipotesis y objetivos

2.1. Hipotesis
En la presente tesis se plantearon las siguientes hipotesis de trabajo:

Hipotesis I:
Las peroxidasas presentes en las raices transformadas de distintas
especies vegetales participan en la remociéon de compuestos fendlicos en

soluciones acuosas.

Hipotesis I

Las peroxidasas, aisladas de tejidos vegetales, pueden ser protegidas
con diferentes compuestos o inmovilizadas en distintos soportes, lo que permite
aumentar la eficiencia para su aplicacion en la remediacibn de aguas

contaminadas.

Hipotesis lII:

La determinaciébn de la biotoxicidad/genotoxicidad de los productos
formados durante el proceso de remediacion, asi como el estudio de su
naturaleza quimica, contribuyen a determinar la inocuidad de las soluciones
potencialmente detoxificadas y establecer si esta tecnologia es adecuada para

la eliminacién de compuestos fendlicos.

2.2. Objetivo general

Estudiar metodologias alternativas para la remediacion de soluciones
contaminadas con compuestos fendlicos mediante el uso de extractos totales
de peroxidasas provenientes de cultivos de raices transformadas de distintas
especies vegetales; libres o inmovilizados sobre diferentes soportes. Analizar la
biotoxicidad/genotoxicidad y estimar la naturaleza quimica de los compuestos
formados post-remocion para determinar la aplicabilidad del proceso a la

descontaminacion de aguas.
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2.2.1. Objetivos especificos

1- Seleccionar extractos enziméticos de peroxidasas, a partir de cultivos
de raices transformadas de diferentes especies vegetales, que resulten
eficientes para la remocion de compuestos fendlicos (fenol, 2,4-DCF).

2- Caracterizar el proceso de remocion enzimatica en soluciones
conteniendo agentes protectores o diferentes aditivos (detergentes, solventes y
compuestos idnicos) que pueden estar presentes junto a compuestos fendlicos
en aguas contaminadas.

3- Evaluar comparativamente la remocion de compuestos fendlicos
utilizando peroxidasas libres e inmovilizadas sobre diferentes soportes.

4- Analizar la toxicidad de los productos formados en el proceso de
remocién mediante diferentes test de biotoxicidad y/o genotoxicidad.

5- Estudiar las soluciones post-remocion, mediante técnicas analiticas,
para dilucidar su composicién y estimar la naturaleza quimica de los productos

formados.
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Materiales y Métodos

3. Materiales y métodos

3.1. Material vegetal

Se utilizaron cultivos in vitro de raices transformadas obtenidos por
infeccién con Agrobacterium rhizogenes cepa LBA 9402, a partir de explantos
de hojas de nabo (Brassica napus) y tabaco (Nicotiana tabacum). Las raices
transformadas fueron mantenidas mediante subcultivos sucesivos cada 25-30
dias en condiciones de esterilidad en medio de Murashigue y Skoog (MS)
(Murashige y Skoog, 1962) liquido suplementado con una solucion stock de
vitaminas, segun Agostini y colaboradores (1997), en agitador orbital a 100
r.p.m., en oscuridad y a 25-27°C (Tabla 5). Se empleé como in6culo de raices

una pequefia fraccion de la zona periférica (tejido en crecimiento).

Tabla 5. Formulacion del medio de cultivo de Murashige y Skoog

Macroelementos Microelementos
NH;4NO3 20,63 mM MnSO, 0,1 mM
CaCl,.2H,0 2,99 mM ZnS0,47H20 0,03 mM
MgSO,.7H,0 1,50 mM CuS0,.5H,0 1.10" mM
KNO; 18,81 mM KI 5.10° mM
KPO4H, 1,25 mM CoCl,.6H,0 1,05.10" mM

H3;BO; 0,1 mM
FeS0O,.7H,0 0,1 mM
Na,EDTA.3H,0 0,1 mM
Na,Mo0,.2H,0 1,03.10° mM

3.2. Obtencion de extractos crudos totales a partir de cultivos de raices

transformadas de diferentes especies

A partir de cultivos de raices transformadas de tabaco se realizaron
homogenatos con solucion amortiguadora de acetato de sodio/acido acético 50
mM, pH 5, conteniendo KCI 1M, en proporcion 1:3 (una parte de material
vegetal/tres partes de solucion amortiguadora) de acuerdo a la técnica
descripta para tabaco por Sosa-Alderete (2009). Para extraer las peroxidasas
de homogenatos de nabo se utilizaron las condiciones descriptas como Optimas

por Agostini y col.,, (2003). Para ello se utilizd6 solucion amortiguadora de
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acetato de sodio/acido aceético 50 mM, pH 4, conteniendo NaCl 1M, en
proporcion 1:4.
Las muestras asi homogeneizadas se centrifugaron a 5000 rpm 30 min.

El sobrenadante constituyo el extracto crudo total de peroxidasas (ECT).

3.3. Determinacion cualitativa de actividad peroxidasa

Se utilizé6 una solucién compuesta por bencidina 3,8 mM (en solucion
alcohdlica al 50% V/V) y H,0, 21 mM en solucion amortiguadora acetato de
sodio/acido acético 0,5 M, de pH 4,6, (de Forchetti y Tigier,1990). La presencia
de peroxidasas en una muestra dada se evidencié mediante la aparicion de un

producto azul.

3.4. Determinacion cuantitativa de actividad peroxidasa

3.4.1. Utilizando o-dianisidina como sustrato

La actividad peroxidasa total de los diferentes extractos crudos se
determind por método espectrofotométrico continuo siguiendo el aumento de
absorbancia a 470 nm como resultado de la aparicion de un producto coloreado
originado por la oxidaciéon de o-dianisidina (bis (3,3’-dimetoxi-4-amino) azo-
bifenilo) (¢ = 11,3 mM™ cm™) con H,0, a 35° C (Gaspar y col., 1982) utilizando
un espectrofotdmetro Beckman 640.

La mezcla de reaccion contenia en un volumen final de 1 ml: 0,63 mM de
o-dianisidina y 0,28 mM de H,0, en soluciéon amortiguadora acetato/acético 0,1
M de pH 5,5.

La determinacion de la actividad peroxidasa de los ECT obtenidas a partir
de los cultivos de raices transformadas se realizé midiendo el incremento de la

absorbancia a 470 nm cada 10 segundos durante el transcurso de 1 minuto.

3.4.2. Utilizando guayacol como sustrato

Se determiné actividad peroxidasa total en los diferentes ECT por método
espectrofotométrico continuo siguiendo el aumento de absorbancia a 470 nm
como resultado de la aparicion de un producto coloreado originado por la

oxidacién de guayacol (metoxifenol) (¢ = 5570 M™* cm™) con H,0, a 35° C,
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utilizando un espectrofotometro Beckman 640. La mezcla de reaccion se
realiz6 con 0,6 mM de H,O, y 1 mM de guayacol de acuerdo a la técnica
descripta por Maehly y Chance (1954). La determinacion de la actividad
peroxidasa de los ECT obtenidas a partir de los cultivos de raices
transformadas de nabo y tabaco, se realizé midiendo el incremento de la

absorbancia a 470 nm cada 10 segundos durante el transcurso de 1 minuto.

Se analizaron las condiciones 6ptimas para la determinacion de actividad
peroxidasa, variando alternativamente la concentracion de H,O, entre 0,33 y
3,96 mM vy la de guayacol entre 0,1y 0,6 mM.

Para el andlisis de actividad peroxidasa de ECT inmovilizados sobre
resinas de intercambio idnico se determind la absorbancia al finalizar 2 minutos

de reaccion.

3.5. Analisis del perfil de peroxidasas mediante electroforesis por
isoelectroenfoque (IEF)
Se realizaron isoelectroenfoques verticales utilizando un equipo BioRad
Mini Protean lll; en minigeles de poliacrilamida al 7,5%, disefiados para separar
proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico (pl) y siguiendo las instrucciones
del fabricante.

Cada gel se prepard6 de la siguiente manera:

Agua 2,6 ml
Acrilamida / bis acrilamida (30:1) 1,33 ml
Glicerol 50% 1mi
Anfolito, rango 3-10 66 ul
Persulfato de amonio 14% P/V 25 i
N,N,N",N -tetrametilendiamida (TEMED) 9,5 ul

La solucion se vertio sobre el soporte armado previamente. El gel se dejé
polimerizar a la luz durante 90 minutos y se mantuvo durante 12 h en heladera

para su maduracion.

Previo a la siembra, las muestras fueron diluidas al 50% con solucién
conteniendo 100 pl de anfolito 3-10, 680 pl de glicerol 87% V/V y agua
destilada c.s.p. 1000 pl, con el fin de incrementar su densidad.
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Se sembraron 2,5 pl de testigo calibrador de pl comercial (BioRad) en una
de las calles del gel.

Se utilizaron dos soluciones para efectuar la corrida electroforética:
solucion de NaOH 25 mM y solucién de acido acético 20 mM.

La corrida electroforética se realizd a voltaje contante (200 voltios)
durante aproximadamente 90 minutos.

Para colorear las proteinas marcadoras del testigo se utilizé una solucion
de croceina escarlata al 27% P/V.

El revelado de peroxidasas se realizd con una solucién hidroalcohdlica al
50% V/V de bencidina 3,8 mM, H,O, 21 mM en acetato de sodio/ acido acético
0,5 M de pH 4,6 a temperatura ambiente hasta la aparicion de bandas azules.
Se enjuago luego el gel con agua destilada (de Forchetti y Tigier,1990).

3.6. Inmovilizacion de peroxidasas de ECT
Para la inmovilizacion de las peroxidasas de los ECT se seleccionaron la
resina de intercambio i6énico CM-Sephadex (CMS) y la encapsulacion en

alginato de calcio.

3.6.1. Inmovilizacion en resinas de intercambio iénico

Se evalud la capacidad de inmovilizacion de la resina de intercambio
ionico CMS.

Se hidrataron 6 gr de CMS con 750 ml de solucibn amortiguadora
NaPO4H,/Na,POsH 10 mM de pH 6,5, durante 12 h con agitacién suave y
refrigeracion. Luego se realizaron 3 a 4 lavados con la misma solucién
amortiguadora, dejando decantar y descartando el sobrenadante, con el fin de
eliminar impurezas y componentes solubles presentes en la misma. Por ultimo,
se dejo decantar a 4°C durante 24 h, se elimin6 el sobrenadante, y la resina
decantada se peso en otro vaso de precipitado.

Se separaron 10 gr de resina y se agregdé 4 ml de ECT Tab o ECT N,
manteniendo en agitacion a 4° C durante 24 h. El sobrenadante obtenido
contendria las peroxidasas excedentes 0 no unidas a la resina. Se realizaron
dos nuevos lavados de la resina con la solucion amortiguadora de baja fuerza

iGnica y se conservo en refrigeracion (4° C) hasta su utilizacion.
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3.6.2. Encapsulacion en alginato de calcio

Se utilizaron diferentes concentraciones de &cido alginico (entre 12 a 25
mg por ml de agua o ECT) y de CaCl, (100 a 500 mM). Se observé la forma y
estabilidad de las capsulas obtenidas. Estas fueron separadas en grupos que
se conservaron en diferentes condiciones de temperatura y humedad (en agua,
en placa seca o en camara humeda a 4 y 25° C) durante 72 h.

Otro grupo de céapsulas, conservadas en condiciones de humedad
durante 24 h, se utilizaron para las reacciones de remocion y determinacion de

actividad peroxidasa con o-dianisidina o guayacol como sustratos.

3.7. Ensayos de remocion

3.7.1. Remocion de 2,4-DCF con ECT

Se realizaron los ensayos en erlenmeyer de 50 ml con 20 ml de solucién
conteniendo 25 mg/l de 2,4-DCF, 0,5 mM de H,0O, y agregando el volumen de
extracto de peroxidasas (ECT obtenidos a partir de los diferentes cultivos)
necesario para lograr 200 U/ml de peroxidasa. Dicha actividad se determind
con o-dianisidina como sustrato. La reaccion de remocion se realiz6 en
oscuridad, con agitacion orbital a 100 r.p.m., a 25 + 2°C durante el periodo de
una hora. Posteriormente las soluciones se mantuvieron en refrigeracién a 4° C
hasta realizar los analisis correspondientes. Los ensayos de remocion se
efectuaron en, por lo menos, tres repeticiones independientes, cada una por
triplicado. Luego de finalizada cada reaccion se determiné la concentracion de
compuestos fendlicos remanentes en el medio y en las soluciones control,

como se describird mas adelante.

Para evaluar la participacion de fendbmenos no enzimaticos que podrian
estar asociados a la desaparicion de los compuestos fendlicos, se realizé un
control sin agregado de enzima, que se incub6 durante el mismo periodo de la
reaccion.

La eficiencia de remocion se expresé como el porcentaje de remocién del
compuesto fendlico, considerando como 100% la concentracion inicial del

mismo en la mezcla de reaccion.
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3.7.2. Remocién de fenol con ECT

Se realizaron los ensayos en erlenmeyer de 50 ml con 20 ml de solucion
conteniendo 10 y 25 mg/l de Fenol, agregando H,O, (en concentraciones
comprendidas entre 0,1y 1 mM) y ECT (entre 200 y 2000 U/ml de peroxidasa
determinadas con o-dianisidina como sustrato). La reaccién se llevd a cabo en
las mismas condiciones detalladas anteriormente para 2,4-DCF.

La eficiencia de remocion se expresd como el porcentaje de remocién del
compuesto fendlico, considerando como 100% la concentracion inicial del

mismo en la mezcla de reaccion.

3.7.3. Ensayos de remocién utilizando aditivos
Se realizaron las reacciones de remocion de fenol y 2,4-DCF de la forma
descripta en los incisos anteriores, agregando al medio de reaccion los

siguientes compuestos, previamente a la adicion de las enzimas:

¢ Dodecil sulfato sodico (SDS) al 0,1 %
¢ Dimetilformamida (DMF) al 20%.

e CO3zHNa 25 mM

e NiCl; 0,5 mM

e CuCl, 0,122 mM

Al finalizar los ensayos se evaluaron las eficiencias de remocion, como se

describi6é anteriormente.

3.7.4. Ensayos de remocion de 2,4-DCF y fenol con enzimas
inmovilizadas en resinas de intercambio catiénico
Se realizaron los ensayos en erlenmeyer de 250 ml conteniendo: 100 ml
de solucion 25 mg/l de 2,4-DCF, 0,5 mM de H,0O, y agregando 2 g/100 ml de
enzima inmovilizada o 10 mg/l de fenol, 1 mM de H,0O, y agregando 4 g/100 ml
de enzima inmovilizada. La reaccion de remocion se realizdé en oscuridad, con
agitacion orbital a 100 r.p.m., a 25 + 2°C durante el periodo de una hora.
Posteriormente las soluciones se mantuvieron en refrigeracion a 4° C hasta
realizar los analisis correspondientes. Los ensayos de remocion se efectuaron,

por lo menos, en dos repeticiones independientes, cada una por duplicado.
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Luego de finalizada cada reaccion se determiné la concentracion de
compuestos fenodlicos remanentes en el medio y en las soluciones control,

como se describird mas adelante.

Para evaluar la implicancia de fendmenos no enzimaticos que podrian
estar asociados a la desaparicion de los compuestos fendlicos, se realizé un
control agregando igual cantidad de la resina sin enzima que se incub6 durante

el mismo periodo de la reaccion.

3.7.5. Ensayos de remocién de 2,4-DCF y fenol con enzimas

inmovilizadas en alginato de calcio

Se realizaron los ensayos en erlenmeyer de 50 ml conteniendo 20 ml de
solucion 25 mg/l de 2,4-DCF, 0,5 mM de H,O, y agregando 2 capsulas de
enzima inmovilizada o con 10 mg/l de fenol, 1 mM de H,O, y agregando 6
capsulas de enzima inmovilizada (actividad peroxidasa aproximada de 200 y
600 U/ml respectivamente). La reaccién de remocion se realizé en las mismas
condiciones detalladas anteriormente.

Para evaluar el efecto de PEG-3350 en la remocion de peroxidasas
inmovilizadas en alginato de calcio se agregé 100 mg/ml al ECT antes de la
encapsulacion.

Para evaluar la participacion de fendmenos no enzimaticos que podrian
estar asociados a la desaparicion de los compuestos fendlicos, se realizé un
control agregando igual cantidad del soporte sin enzima que se incubd durante

el mismo periodo de la reaccion.

3.8. Determinacién de compuestos fendlicos residuales

La cantidad residual de fenol o 2,4-DCF presente en las mezclas de
reaccion luego del periodo de incubacion de los distintos ensayos fue
cuantificada por un método colorimétrico. Para ello se colocé en un tubo de
ensayo la siguiente mezcla de reaccién: 5 ml de la solucién post- remocién, 25
ul de 4-amino antipirina 0,10 M, 25 pl de NH4,OH 6 M, 50 ul de ferricianuro de
potasio 0,24 M y 2,5 ml de cloroformo (Klibanov y col., 1980; Dec y Bollag,
1994).
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Antes de cada paso se agitd con vortex cada tubo con el objetivo de

homogeneizar los reactivos. Finalmente, se retir0 la fase acuosa

(sobrenadante) y se procedié a medir la absorbancia a 510 nm de la solucién

cloroférmica, donde estan presentes los fenoles residuales, utilizando un

espectrofotometro Beckman 640.

3.9. Ensayos de toxicidad

3.9.1. Evaluaciéon de toxicidad utilizando larvas de Rhinella

arenarum

3.9.1.1. Estudio de toxicidad aguda

Se realizo el test de acuerdo a la metodologia utilizada por Pérez-Coll
y Herkovits, (1999a y 1999b). Se utilizaron 10 larvas en estadio 25 (E 25) de
desarrollo, que se colocaron en placas de petri conteniendo las soluciones a
ensayar (soluciones post-remocion de 2,4-DCF obtenidas con ECT Tab y
ECT N libres o inmovilizadas con alginato de calcio, diluciones 1/2, 1/5, 1/10,
1/15 y 1/30 de las mismas), utilizando como control agua destilada. El pH de
las soluciones post-remocion se determind mediante tiras reactivas SIGMA.
Las soluciones se renovaron cada 24 h durante un periodo de 120 h en cada
uno de los diferentes tratamientos. Se registré el nUmero de larvas muertas
por dia por cada placa de cada tratamiento. Cada tratamiento se realizé por
triplicado, en tres repeticiones independientes y a temperatura ambiente.

3.9.1.2. Analisis de teratogénesis

Se realizd la fecundacion y se efectudé el test de acuerdo a la
metodologia descripta por Pérez-Coll y Herkovits, (1999a y 1999b). Se
utilizaron 10 ovulos fecundados de Rhinella arenarum que se colocaron en
placas de petri conteniendo las soluciones a ensayar (soluciones post-
remocién de 10 mg/l de fenol obtenidas con ECT Tab y ECT N) y solucion
control (Ringer). Las soluciones se renovaron cada 24 h durante un periodo
de 120 h en cada uno de los diferentes tratamientos. Se realizé diariamente

la observacién mediante lupa del estado de las larvas en desarrollo de cada
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placa de cada tratamiento. Cada tratamiento se realiz0 por triplicado a

temperatura ambiente.

3.9.2. Evaluacion de toxicidad y genotoxicidad en raton

Se utilizaron ratones Balb-C de 6 semanas de edad, de acuerdo a la
técnica descripta por Schmidt (1975). Se dividi6é a los animales en 5 lotes, de

seis individuos cada uno (3 machos y 3 hembras):

e Lote 1: control sin tratamiento alguno.

e Lote 2: Grupo al que se administré por via oral (como bebida) durante 7 dias
solucion conteniendo 25 mg/l de 2,4-DCF.

e Lote 3: Grupo al que se administré por via oral (como bebida) durante 7 dias
solucion conteniendo 4 mg/l de 2,4-DCF

e Lote 4: Grupo al que se administré por via oral (como bebida) durante 7 dias
solucion post-remocién obtenida con ECT N.

e Lote 5: Grupo al que se administré por via oral (como bebida) durante 7 dias
solucién post-remocién obtenida con ECT Tab.

Se registré el consumo diario de solucién por los ratones hembras o
machos correspondientes a cada tratamiento. Luego del mismo los animales
fueron pesados y sacrificados mediante decapitacion, extrayendo de cada uno
sangre (para los analisis bioquimicos), el higado (para el estudio
histopatolégico) y ambos fémures (para el test de micronucleos en eritrocitos

de medula 6sea).

3.9.2.1. Analisis bioquimico de sangre de raton

El analisis se realizO mediante la utilizacion de reactivos comerciales
(laboratorios Wiener) de uso clinico para determinacién de creatinina, urea y
glutamico-piravico transaminasa (GPT) en suero, siguiendo las metodologias

propuestas por los fabricantes.

3.9.2.2. Andlisis histopatoldgico de tejido hepéatico de raton
Los higados de los ratones fueron extraidos cuidadosamente y colocados

en frascos de vidrio de 5 ml conteniendo una solucion de formol (4%). El
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analisis fue realizado como servicio por el personal de la catedra de Patologia

Animal de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la UNRC.

3.9.2.3. Testde micronucleos en medula 6sea de fémur de ratdon

Se distribuyé 1,5 ml de suero fetal bovino estéril (SFB) en tubos de
hemdlisis o de Khan, (1 para cada animal). Se separé cuidadosamente con
bisturi los fémures vy las tibias, despojandolos de las epifisis y los musculos
circundantes y cortando los extremos de cada hueso con un corte neto.
Posteriormente se extrajo la medula 6sea con una jeringa conteniendo una
fraccion de SFB y se transfirié a un tubo de centrifuga. Las células de la medula
Osea deben permanecer en el suero como una fina suspension y no formar
gruesas particulas, por lo cual se homogeneiz6 suavemente utilizando una
pipeta tipo pasteur. Se centrifugaron los tubos conteniendo la medula 6sea a
1000 r.p.m./min por 5 minutos, el sobrenadante se removié cuidadosamente,
reservando el boton (formado por las células) al cual se agreg6 2 gotas de SFB
para su resuspension.

Se realizaron los preparados celulares mediante un extendido sobre
portaobjetos limpios y rotulados, dejando secar la preparacion al aire durante
24 h. Se fijaron los extendidos mediante flameo suave y se tifi0 durante 3
minutos con solucién May-Grtinwald sin diluir. A continuacion, se tifié por otros
2 minutos con colorante May-Grunwald diluido con agua destilada (1:1). Luego
se colore6 por 10 minutos con Giemsa diluido con agua destilada 1:6. Se lavd
con agua destilada y se dejo secar.

En cada preparado se contaron 1000 eritrocitos policroméaticos (eritrocitos
inmaduros que han perdido el nacleo principal recientemente), registrando el

numero de estas células que presentaron micronucleos.

3.9.3. Ensayo de toxicidad aguda en semillas de Lactuca sativa

Se utilizaron semillas de Lactuca sativa variedad mantecosa obtenidas en
INTA (Estacion La Consulta, Mendoza). Se colocaron 20 semillas en cépsulas
de petri conteniendo papel de filtro en condiciones de asepsia. Se agrego en
cada capsula 5 ml de la solucion problema, realizando esta operacion por

triplicado. Se mantuvieron a 25° C en oscuridad durante 120 h. Al finalizar este
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periodo se realizé el recuento de las semillas germinadas y se determiné la
longitud de la radicula y el hipocaétilo de cada plantula, en cada capsula de petri
correspondiente a cada tratamiento. En base a los datos registrados se
calcularon los porcentajes de germinacion relativa de las semillas (GR) y
longitud relativa de radiculas (LRR) e hipocétilos (LRH), a partir de los cuales

se determind el indice de germinacion (IG) (Barrena y col., 2009).

semillas germinadas en solucién problema

GR = ] - x 100
semillas germinadas en agua

media de longitud de radicula en solucién problema

LRR = 100
media de longitud de radicula en agua X

media de longitud de hipocétilo en solucién problema
LRH = - - - — x 100
media de longitud de hipocétilo en agua

_ GR xLRR
~ 100

IG

3.10. Estimacion de la naturaleza quimica de los productos de remocidn
de fenol y 2,4-DCF

3.10.1. Determinaciones espectrofotométricas

Las medidas se realizaron empleando un espectrofotometro UV-Visible
Hewlett Packard, modelo HP 8453, con celdas de cuarzo de 1 ml de capacidad
y un camino optico de 1 cm.

Se realizaron barridos de longitud de onda entre 240 y 515 nm de las
soluciones control (agua bidestilada, 25 mg/l de 2,4-DCF, 10 mg/I de fenol, 200
y 1000 U/ml de peroxidasas de los ECT) y de la mezcla de reaccion a 1, 24 y
48 h de incubacion.

Los estudios cinéticos de la remocion se realizaron directamente en el

interior de la celda de cuarzo de 3 ml de capacidad, y se determinaron los
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cambios en el espectro de absorcion de la mezcla en periodos de un minuto
durante una hora.

Una vez determinado el pico de absorcion correspondiente a los
productos de reaccion de 2,4-DCF por los ECT, se realizdé un seguimiento de
los cambios de densidad 6ptica producidos durante la remocion a la longitud de

onda seleccionada, (252 nm) en periodos de un minuto, durante una hora.

3.10.2. Determinaciones electroquimicas

Las determinaciones electroquimicas mediante voltamperometria ciclica
se realizaron en una celda de vidrio con tres electrodos. Como electrodo de
trabajo se empled un disco de carbono vitreo (didmetro 3,0 mm, area 0,0707
cm?). El contraelectrodo fue de platino, con un area aproximada de 2 cm?.
Como electrodo de referencia se utilizé uno de calomel saturado.

El electrodo de trabajo fue sometido a pulido con polvo de alumina 0,05
pm, enjuagado con abundante agua (Sintorgan, calidad HPLC) vy
posteriormente fue sonicado en un bafio de agua de la misma calidad durante 2
minutos, de acuerdo a la metodologia descripta por Granero, 2009.

Las soluciones blanco utilizadas fueron:

e NaCl0,1M

e Soluciones de ECT de 200 - 1000 U/ml de peroxidasa con 0,1 M de NaCl.

e Soluciones de ECT de 200-1000 U/ml de peroxidasa con 0,1 M de NaCl y
0,5-1 mM de H;,0x.
Las soluciones evaluadas fueron:

e Solucién 10 mg/l de fenol

e Solucion 25 mg/l de 2,4-DCF

e Soluciones post-remocion de fenol y 2,4-DCF obtenidas con ECT Tab y
ECT Nde 1, 24, 48y 72 h de incubacion.

Las medidas electroquimicas se realizaron empleando el potenciostato

Autolab PGSTAT 10, con su correspondiente software incorporado.
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3.4. Analisis estadisticos
La media y los errores estandar de los distintos parametros evaluados

fueron calculados y representados graficamente mediante el programa
Microsoft Excel 2007.

Para determinar diferencia estadistica entre al menos un par de
medias, se utilizd la prueba de andlisis de la varianza (ANOVA), y para
determinar cudles de ellas presentaron diferencias estadisticamente
significativas respecto del control se aplicé la prueba de Dunnett, con un
nivel de significacion en ambos casos de 0,05. El programa estadistico
empleado fue Statgraphics Plus version 4.0. Las concentraciones letales o
inhibitorias medias (CLsp y Clso respectivamente) para los test de toxicidad
de L. sativa y R. arenarum se calcularon usando el programa Probit version
1.4.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencién y caracterizacion de extractos crudos totales de
peroxidasas de raices transformadas de tabaco y nabo
Se obtuvieron extractos crudos totales (ECT) a partir de cultivos de
raices transformadas de tabaco (Tab) y nabo (N), de acuerdo a lo descripto en
Materiales y Métodos y se determiné la actividad peroxidasa de cada uno de
los extractos utilizando o-dianisidina (0-D) como sustrato reductor (Tabla 6).
Estos ECT se obtuvieron con la finalidad de utilizarlos posteriormente en

los ensayos de inmovilizacion enzimatica.

Tabla 6: Actividad peroxidasa (%), con o-D como sustrato, de ECT de

raices transformadas de tabaco (Tab) y nabo (N).

Actividad peroxidasa de ECT de raices transformadas (U/ml .10 )
Extracto Actividad
ECT Tab 125,12 + 7,0
ECT N 158,0 + 6,6

Ambos ECT mostraron elevada actividad peroxidasa, siendo mayor en
ECT N que en ECT Tab.

A fin de caracterizar cada uno de los extractos, se realizaron
isoelectroenfoques (IEF). Como se muestra en la figura 15, se obtuvieron los
perfiles de isoformas de peroxidasa y se determiné el punto isoeléctrico (pl) de

las isoformas mayoritarias.
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Figura 15: Perfil electroforético obtenido por IEF de las isoformas de
peroxidasa de ECT Tab y N. pl: punto isoeléctrico; STD: Estandar de pl

Los perfiles de peroxidasas de ambos ECT fueron diferentes. Sin
embargo, tanto en el ECT Tab como en el ECT N, se observé la predominancia
de isoformas basicas, con pl mayor o igual a 9,6. También se observaron
bandas menos intensas correspondientes a isoformas acidas (pl menores a

4,5), y a un grupo de peroxidasas con pl cercano a la neutralidad (pl 6 y 7,5).

4.2. Ensayos de remocion con ECT Taby N

4.2.1. Remocién de 2,4-DCF
Se evalu6 comparativamente la eficiencia de remocién de 2,4-DCF por
las peroxidasas de ambos extractos crudos en estudio, aplicando condiciones
Optimas determinadas previamente en nuestro laboratorio. Para ello se
utilizaron soluciones conteniendo 25 mg/l de 2,4-DCF y 0,5 mM de H,0,. La
reaccion de remocion se realizo utilizando 200 U/ml de peroxidasas de cada
ECT, actividad que se determind con o-D. Las soluciones obtenidas en dichas
condiciones fueron denominadas como post-remocion (PR).
Con el fin de analizar el tiempo de reaccion que se requiere para lograr la
remocion total del contaminante, se evaluo la eficiencia de remocion luego de 1

y 24 h de incubacion (Figura 16).
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Figura 16: Eficiencia de remocion (%) de 2,4-DCF (25 mg/l) con 0,5 mM de H,0, y
200 U/ml de peroxidasas de los diferentes ECT luego de 1 y 24 h de incubacion.

Las eficiencias de remocion registradas en la primera hora de incubacion
fueron de 75 y 80 % para ECT Tab y N respectivamente y no hubo diferencias
significativas luego de 24 h de incubacion lo cual podria atribuirse a la
disminucién de la actividad de las peroxidasas contenidas en estos extractos.
Teniendo en cuenta que este proceso podria atenuarse o revertirse mediante el
agregado de aditivos, que actuarian como agentes protectores de peroxidasas
durante la remocién de compuestos fendlicos, se decidio utilizar algunos de

estos compuestos, sugeridos en la bibliografia, a los fines de incrementar las
eficiencias de remocion.

4.2.1.1. Efecto de polietilenglicol (PEG) en la remocion de 2,4-DCF
Se evalué comparativamente el efecto del agregado de PEG-3350 (100
mg/l) al medio de reaccion sobre la eficiencia de remocion de las peroxidasas
presentes en ECT Tab y N (Figura 17).
Las eficiencias de remocién de ECT Tab y N en presencia de PEG,
alcanzaron valores entre 87 y 89 % en una hora de reaccion.
Con el fin de analizar el efecto del agregado de PEG sobre la estabilidad
de las peroxidasas, se determin0 el porcentaje de actividad enzimatica
remanente luego de la primera hora de reaccion en las soluciones PR en

ausencia o presencia del aditivo (utilizando o-D como sustrato) (figura 18).
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Figura 17: Eficiencia de remocién (%) de 2,4-DCF (25 mg/l) con 0,5 mM de H,0,
utilizando 200 U/ml de peroxidasas de los ECT de tabaco y nabo, en ausencia y
presencia de PEG-3350 durante 1 hora de incubacion.. Los asteriscos sefialan

diferencias estadisticamente significativas mediante test de ANOVA (p< 0,05).
60 -
WECT  WECT+PEG

40 -
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ECTTab ECTN

Figura 18: Actividad peroxidasa (%) determinada con o-D de las diferentes
soluciones post-remocion de 2,4-DCF (25 mg/l) obtenidas con 0,5 mM de H,0, y 200
U/ml de peroxidasas de ECT de tabaco y nabo, en presencia de PEG-3350 durante 1
h de reaccion.

Los valores obtenidos de la actividad post-remocién en ausencia de PEG
fueron menores al 5% en ambos extractos, lo cual indicaria que se estaria
produciendo inactivacién de las peroxidasas de los ECT durante la reaccion.

El agregado de PEG-3350 protegié efectivamente a las peroxidasas en
estudio, ya que la actividad peroxidasa detectada fue del 41% respecto a la
actividad inicial cuando se utilizo ECT Tab y del 15% cuando se empled ECT N.

El efecto protector puede ser mas importante para alguna de las isoformas de
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peroxidasa presentes en los ECT, o de todas las peroxidasas por igual,
disminuyendo la perdida de actividad de las mismas y mejorando, en
consecuencia, la eficiencia del proceso.

Con el fin de evaluar el efecto del tiempo de incubacion sobre la
remocion del contaminante en presencia de PEG-3350, se realizaron estudios

extendiendo el tiempo de reaccion hasta 24 h (Figura 19).

m1lh W 24h
90 -+

PEG-3350 (%)
[=3]
[an}

30 -

Eficiencia de remocidn en presencia de

ECTTab ECTN

Figura 19: Eficiencia de remocion (%) de 2,4-DCF (25 mg/l) con 0,5 mM de H,0O, y
200 U/ml de peroxidasas de ECT de tabaco y nabo en presencia de PEG-3350

durante 1y 24 h de reaccion.

Al comparar las eficiencias obtenidas luego de 1 y 24 h de reaccién en
presencia de PEG, se pudo observar que los ECT de las raices transformadas
en estudio mostraron similar eficiencia de remocion.

Los resultados sugieren que el PEG tendria un efecto protector sobre las
peroxidasas de ambos ECT, disminuyendo su inactivacion, principalmente en el
caso de ECT Tab. Sin embargo, esto no se traduciria en un incremento de la
eficiencia de remocién cuando se utilizan estos extractos para tratar soluciones
conteniendo 25 mg/l de 2,4-DCF durante 24 h de incubacion.

4.2.2. Remocién de fenol
El fenol es otro de los contaminantes frecuentemente encontrado en
efluentes y en aguas residuales y, por su estructura quimica, tiene altas
posibilidades de reaccionar con halégenos formando compuestos de mayor
toxicidad que el compuesto original (incluyendo clorofenoles). En

consecuencia, se considerd relevante analizar la remocién de soluciones
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conteniendo este contaminante. Para ello, se utilizaron soluciones de fenol (10
mg/l) y H,O, (1 mM), concentraciones que se seleccionaron en base a estudios
previos realizados en nuestro laboratorio, que fueron tratadas con 1000 U/ml de
peroxidasas de ECT Tab y N. En dichas condiciones se obtuvieron eficiencias
de remocion de 35y 31% para ECT Tab y N respectivamente, luego de 1 h de
reaccion. Sin embargo, las eficiencias de remocién de las peroxidasas de
ambos ECT se incrementaron en un 20% al extender el tiempo de incubacién
de 1 a 24 h, alcanzando valores de 55 y 50 % para ECT Tab y N

respectivamente. Los resultados se muestran en la figura 20.

mlh m24h
a0

60 -

30 +

Eficienciade remocion {%)

ECT Tab EC-TN
Figura 20: Eficiencia de remocioén (%) de fenol (10 mg/l) con 1 mM de H,0, y
1000 U/ml de peroxidasas de ECT de tabaco y nabo luego de 1 y 24 h de
reaccion. Los asteriscos sefialan diferencias estadisticamente significativas
mediante test de ANOVA (p< 0,05).

4.2.2.1. Efecto de PEG en laremocion de fenol

Al igual que el estudio realizado con 2,4-DCF, se evalu6 el efecto de
PEG sobre la eficiencia de remocion de las peroxidasas de ambos ECT luego
de una hora de incubacién (Figura 21).

El agregado de este polimero al medio de reaccion incrementd
aproximadamente un 20% la eficiencia de remocion de las peroxidasas en una
hora de incubacién. Por lo tanto, para evaluar si dichos incrementos se
relacionan con cambios en la actividad peroxidasa se determind dicha

actividad en las soluciones PR luego de la primera hora de reaccion (Figura
22).
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Figura 21: Eficiencia de remocioén (%) de fenol (10 mg/l) con 1 mM de H,0, y

1000 U/ml de peroxidasas de ECT de tabaco y nabo con agregado de PEG-3350

en 1 h de incubacién. Los asteriscos sefalan diferencias estadisticamente

significativas mediante test de ANOVA (p< 0,05).

Actividad Post-remocion (%)
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Figura 22: Actividad peroxidasa (%) determinada con o-D de las diferentes

soluciones PR de fenol (10 mg/l) obtenidas con 1 mM de H,O, y 1000 U/ml de

peroxidasas de los diferentes ECT en presencia de PEG-3350 durante 1h de

incubacion. Los asteriscos sefialan diferencias estadisticamente significativas
mediante test de ANOVA (p< 0,05).

En presencia de PEG se detectd un mayor porcentaje de actividad
peroxidasa luego de la remocion (48%) respecto de la actividad peroxidasa en
medios de reaccién sin PEG (17%) cuando se utilizaron ECT Tab. En el caso
del ECT N solo se detectd un 4,2% de actividad en los medios PR sin PEG y un

17% de actividad peroxidasa en las soluciones post remocion a las que se

agrego previamente PEG al medio de reaccion.
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Para estudiar el efecto del tiempo de incubacion en presencia de PEG, el

mismo se extendio a 24 h (Figura 23).

m1lh m 24h

60 -

PEG-3350 (%)

30 -

Eficiencia de remocion en presencia de

ECT Tab ECTN

Figura 23: Eficiencia de remocion (%) de fenol (10 mg/l) con 1 mM de H,0, y
1000 U/ml de peroxidasas de ECT de Tab y N en presencia de PEG-3350 luego
de 1y 24 h de incubacion. Los asteriscos sefialan diferencias estadisticamente
significativas mediante test de ANOVA (p< 0,05).

Los medios de reaccion conteniendo PEG e incubados durante 24 h
alcanzaron eficiencias de remocién de 78 'y 72%, lo que muestra un incremento
de un 25y 19% para ECT Tab y N respectivamente, en relacion a las
eficiencias obtenidas luego de una hora de reaccion.

Los resultados sugieren que el agregado de PEG al medio de reaccién
incrementa la eficiencia de remocion de fenol, tanto luego de 1 h como de 24 h
de reaccién y este efecto estaria relacionado con una mayor proteccion de la
actividad enzimética que resulta mas evidente en las peroxidasas de ECT Tab.

4.3. Ensayos de remocion en presencia de aditivos

Los efluentes a tratar pueden contener distintos compuestos quimicos que
afectarian la actividad y la eficiencia de las enzimas, asi como su estabilidad,
los cuales son parametros fundamentales para su aplicacion en bioprocesos.
Entre estos compuestos se encuentran los detergentes, solventes y sales de
metales pesados o metaloides (Flegger y col., 2003; Tonegawa y col., 2003;
Fatima y col., 2007; Sidrach y col., 2013). El detergente anionico dodecilsulfato

sédico (SDS) ha sido descripto como inhibidor e inactivador de HRP por
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algunos autores, y como activador de la actividad de SBP y HRP por otros
grupos de investigacion (Nazari y col., 2005b; Fatima y col., 2007). Asimismo,
el efecto de los solventes organicos es también importante, indicandose a y se
sabe que varios de ellos como activadores y/o protectores de la estabilidad de
peroxidasas, como es el caso de dimetilformamida (DMF), polisorbato (Tween)
y dimetilsulfoxido (DMSO), entre otros (Fatima y col., 2007; Sidrach y col.,
2013; Thomas, 2013). Como se mencioné previamente, otros compuestos que
pueden estar presentes en efluentes o aguas naturales contaminadas son las
sales de metales o metaloides, entre ellas las de Ni*?, Cu*?, Fe*?, zn™?y Cd*?
(Hoshina y Marin Morales, 2009), algunas de las cuales pueden interactuar con
los grupos cargados del sitio activo de las peroxidasas, produciendo activacion,
incrementos de estabilidad, inhibicion o inactivacion, dependiendo de las
concentraciones en que se encuentren (Nazari y col., 2005a; Ashger y col.,
2012). Por otra parte, los aniones también podrian interactuar con grupos
cargados de la estructura proteica de las enzimas, como es el caso del anién
bicarbonato, que ha sido descripto como estimulador de la actividad peroxidasa
(Liochev y Fridovich, 2004).

En este contexto, se evalu6 el efecto de distintos tipos de aditivos sobre la
remocion de los compuestos fendlicos. Para este estudio se utilizaron el
detergente anionico SDS, el solvente organico DMF, bicarbonato de sodio (Bic)
y dos sales de metales pesados, tales como NiCl, (Ni*?) y CuCl, (Cu*?), durante
el proceso de remocion de 2,4-DCF (25 mg/l) y fenol (10 mg/l). Las
concentraciones empleadas para cada aditivo fueron seleccionadas en funcién
de antecedentes de estudios de distintos autores sobre diferentes peroxidasas
(Liochev y Fridovich, 2004; Nazari y col., 2005a; 2005b; Fatima y col., 2007).

4.3.1. Remocion de 2,4-DCF en presencia de aditivos
Se evaluaron los efectos de los distintos aditivos sobre la eficiencia de
remocion de 2,4-DCF por peroxidasas de ECT de Tab y N, luego de una hora
de incubacion (Figura 24).
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Figura 24: Eficiencia de remocion (%) de 2,4-DCF (25 mg/l) con 0,5 mM de H,0, y

200 U/ml de peroxidasas de ECT de tabaco y nabo en presencia de distintos

aditivos durante 1 h de incubaciéon. Los asteriscos sefalan diferencias

estadisticamente significativas con el control (p < 0,05)

La presencia del detergente SDS, o de Cu no afectd la eficiencia de

remocién del contaminante por las enzimas en estudio, mientras que DMF, Ni y

bicarbonato de sodio disminuyeron dicha eficiencia.

A fin de determinar los efectos que generan los aditivos sobre la

estabilidad de las enzimas, se realizd el andlisis de la actividad peroxidasa

residual en cada uno de los medios de remocidn. Los resultados se muestran

en latabla 7.

Tabla 7. Actividad peroxidasa remanente en los medios post-remocién de 2,4-DCF en

presencia de distintos aditivos, luego de 1 h de incubacion.

ECT Tab (%) ECT N (%)
Control 15,0 = 5,3 11,2 + 4,7
SDS 11,5 + 3,5 6,6 £ 2,5
DMF 43,3*+ 7,1 19,8*+ 55
Bicarbonato 30,3*+ 5,1 116 =+ 2,8
Ni 25,3*+ 4,6 145 + 51
Cu 39,00+ 7,1 142 + 45

(% promedio * ES). Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas con el control (p

<0,05).
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En general, el efecto de los distintos aditivos sobre la actividad peroxidasa
fue mas evidente en los medios de remocion que contenian ECT Tab. El
agregado de DMF, COszHNa, NiCl, y CuCl, permitié conservar un mayor
porcentaje de la actividad peroxidasa inicial, comparado con el control sin
aditivos. Por el contrario, en los medios conteniendo SDS la actividad residual
detectada fue menor, aunque no presentd diferencias estadisticamente
significativas.

Al determinar la actividad peroxidasa PR en las reacciones catalizadas
por ECT N se observé una tendencia similar, pero con porcentajes de actividad
mucho menores. En este caso, solo se pudo detectar una mayor actividad
peroxidasa PR respecto al control sin aditivos, en los medios de reaccién que
contenian DMF.

Teniendo en cuenta que un porcentaje de la actividad enzimatica se
conserva luego de una hora de incubacion, se extendio el tiempo de reaccion a
24 h (Figura 25).
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Figura 25: Eficiencia de remocion (%) de 2,4-DCF (25 mg/l) con 0,5 mM de H,O, y
200 U/ml de peroxidasas utilizando ECT de tabaco y nabo en presencia de
distintos aditivos durante 24 h de reaccién. Los asteriscos sefialan diferencias

estadisticamente significativas con el control (p < 0,05)

Al extender el tiempo de incubacion de 1 a 24 h, se observd un
incremento en la eficiencia de remocion de hasta 25 % solamente en los
medios conteniendo DMF, con respecto al registrado en una hora de reaccion.

Sin embargo, las eficiencias registradas en los medios de reaccion con DMF,
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no alcanzaron los valores del control sin aditivos. El efecto negativo del
bicarbonato y Ni*? sobre la eficiencia de los ECT N y Tab respectivamente,
para remover 2,4-DCF, no se revirtio luego de 24 h de incubacion.

4.3.2. Remocion de fenol en presencia de aditivos
Se analiz6 el efecto de los aditivos, mencionados precedentemente, en la
remocion de fenol. Los resultados correspondientes a 1 h de incubacion se

muestran en la figura 26.
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Figura 26: Eficiencia de remocién (%) de fenol (10 mg/l) con 1 mM de H,0O, y 1000
U/ml de peroxidasas utilizando ECT de tabaco y nabo en presencia de distintos
aditivos durante 1 h de incubacién. Los asteriscos sefialan diferencias

estadisticamente significativas con el control (p < 0,05).

Se observé que todos los aditivos produjeron una disminucion de las
eficiencias de remocién de las peroxidasas de ambos ECT luego de una hora
de reaccion.

Para analizar el efecto de estos aditivos sobre las peroxidasas, se
determind la actividad enzimatica remanente en el medio de reaccion para ese

mismo tiempo de incubacion. Los resultados se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8. Actividad peroxidasa remanente en los medios post-remocién de fenol en presencia
de distintos aditivos luego de una hora de incubacién.

ECT Tab (%) ECT N (%)
Control 17,7 £ 0,7 42 + 0,9
SDS 15,8 + 5,2 6,5 £ 0,7
DMF 28,0r+ 1,9 195*+1,4
Bicarbonato 24,2 £+ 0,8 50 £ 0,3
Ni 24,6*+ 0,9 10,5*+ 0,7
Cu 10,2 + 1,7 20,5*+ 2,6

(% promedio + ES). Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas con el control (p
<0,05).

El SDS y el anion bicarbonato no tuvieron efectos sobre la actividad
peroxidasa remanente de ambos extractos, mientras que el DMF y Ni*?
permitieron conservar mayor porcentaje de actividad. La actividad remanente
del ECT N en presencia de Cu fue hasta 5 veces mayor a la registrada en el
control sin aditivo, mientras que con el ECT Tab, se observé una disminucion
en la actividad detectada en el medio PR con respecto a su control.
Posteriormente, se extendio el tiempo de incubacion a 24 h para analizar el

efecto sobre la eficiencia de remocion. Los resultados se muestran en la figura
27.
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Figura 27: Eficiencia de remocion (%) de fenol (10 mg/l) con 1 mM de H,0, y 1000

U/ml de peroxidasas de ECT de tabaco y nabo en presencia de distintos aditivos
luego de 24 h de incubacion. (% promedio + ES). Los asteriscos sefialan

diferencias estadisticamente significativas con el control (p < 0,05).
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En general, las eficiencias de remocion de fenol se incrementaron
conforme se extendid el tiempo de la incubacién de 1 a 24 h, tanto en los
controles como en los medios con aditivos. Dichos incrementos variaron entre
el 10 y el 30 % al utilizar ambos ECT con los diferentes aditivos, siendo en los
medios con SDS en los que se observaron los mayores efectos en la eficiencia
de remocién en relacion a la obtenida luego de una hora de incubacion
(incrementos de 30 y 25% para el ECT Tab y N respectivamente).

Al evaluar el efecto de la presencia de los aditivos en el medio de
reaccion luego de 24 h de incubacion no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la eficiencia maxima de remocion de fenol de

la mayoria de los medios en relacion al control.

4.4. Inmovilizacion de ECT en diferentes soportes

Una estrategia para aportar estabilidad a las enzimas utilizadas en los
procesos de remocion, y para separarlas del medio post-remocion es la
inmovilizacion de las mismas. La seleccion del soporte es fundamental para
obtener una buena eficiencia del proceso. Por ejemplo, las resinas de
intercambio i6nico, asi como las sales de acido alginico, son soportes de bajo
costo operativo y de facil manipulacién que han sido ampliamente utilizados
para la inmovilizacion de enzimas con distintos fines biotecnolégicos
(Kulshrestha y Husain, 2006a; 2006b; Akamatsu y col., 2011; Handayani y col.,
2012).

En base a estudios previos realizados en nuestro laboratorio que sefialan
a las peroxidasas basicas como el principal grupo de isoformas involucradas en
la remocién de compuestos fendlicos (Wevar—Oller y col., 2005, Coniglio y col.,
2008; Angelini y col., 2011), se seleccion¢ a la resina de intercambio cationico
carboximetil sephadex (CMS) para los estudios de inmovilizacion de las
peroxidasas correspondientes a la fraccion de isoenzimas basicas.

Por otra parte, se considerd interesante probar la encapsulacion de
extractos enziméticos en alginato de calcio, ya que brinda la posibilidad de
inmovilizar en esta matriz a la totalidad de enzimas de los ECT, e inclusive
permite el agregado de aditivos u otros componentes que podrian incrementar
la eficiencia del proceso (Trivedi y col., 2006; Quintanilla—Guerrero y col.,
2008).
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4.4.1. Inmovilizacion de los ECT en CMS

La inmovilizacidn se realiz6 agregando a 10 gr de resina de CMS
hidratada, un volumen pre-establecido de cada uno de los ECT seleccionados
de acuerdo a la actividad peroxidasa determinada previamente con 0-D. Luego
de incubar y separar la resina de la solucién acuosa, se observé que, en
general, aproximadamente el 30% de la actividad peroxidasa permanecié en la
fraccion soluble. Como se muestra en la tabla 9, las peroxidasas unidas a la
resina alcanzaron un 29y 28% para ECT Tab y ECT N respectivamente.

Tabla 9. Actividad peroxidasa de ECT Tab y ECT N inmovilizados en la resina de

intercambio catiénico carboximetil sephadex (CMS).

Peroxidasas Peroxidasas Peroxidasas unidas
(Ulgr 10%) unidas (%)
(U/gr 103
CMS-ECT Tab 35,5 10,4 29
CMS-ECT N 11,5 3,2 28

4.4.2. Inmovilizacién de ECT en alginato de calcio

Para establecer las concentraciones de acido alginico y de CaCl,
Optimas para la formacion de las capsulas se variaron las concentraciones de
ambos compuestos. Las concentraciones de acido alginico que se utilizaron en
este trabajo fueron de 14 a 23 mg/ml, mientras que la de CaCl, varié entre 100
y 500 mM y el tiempo de permanencia de las capsulas formadas en la solucién
de CaCl, fue entre 10 minutos a 24 h.

La concentracion éptima de &cido alginico fue de 20 mg/ml la cual se
mezclé con cada ECT y se hizo gotear sobre una solucion de CaCl, 200 mM
manteniendo el sistema en agitacion durante 10 minutos. En esta condicion se
obtuvieron esferas perfectamente definidas de alginato de calcio conteniendo
en su interior al ECT. Estas fueron separadas en grupos que se conservaron en
diferentes condiciones de temperatura y humedad durante 7 dias. Las capsulas
gue se mantuvieron sin humedad se deshidrataron y no fue posible su

rehidratacion (Figura 28).
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Figura 28: Capsulas de alginato de célcio. a) Deshidratadas;

b) Conservadas en humedad.

Cuando las capsulas con los ECT inmovilizados fueron conservadas
sumergidas en solucion amortiguadora o agua se pudo determinar actividad
peroxidasa en el medio que las contenia, lo que indicaria que parte de las
enzimas difundirian durante dicha conservacion. Un método alternativo para su
mantencion fue colocar las cépsulas en el interior de placas de petri en
condiciones de elevada humedad, a 4°C y 25°C. Se pudo observar que las
capsulas a 4°C se mantuvieron inalteradas durante un periodo de observacion
de 7 dias, mientras que las capsulas conservadas a 25°C mostraron signos de
deterioro, posiblemente por contaminacion.

De acuerdo a estos resultados, la forma optima de conservacion de las
capsulas fue en el interior de una placa con elevada humedad y con

refrigeracion.

4.4.3. Determinacién de propiedades bioquimicas de peroxidasas de

ECT libres e inmovilizadas

Al realizar la determinacion de actividad peroxidasa, de las enzimas
inmovilizadas sobre CMS o en las capsulas de alginato utilizando o-dianisidina
como sustrato, la reaccion ocurri6 muy lentamente, y en general, el producto
permanecio contenido dentro de la capsula o se adhirié a la resina sin difundir
hacia el medio de reaccion.

Por ello, se utilizd6 como sustrato alternativo al Guayacol cuyo producto
de oxidacion es un tetramero de bajo peso molecular que podria difundir con
mayor facilidad al medio de reaccion.

Este sustrato permiti6 detectar el producto de oxidacién cuando se

utilizaron peroxidasas inmovilizadas en CMS. Sin embargo, no se obtuvieron
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resultados reproducibles para las peroxidasas inmovilizadas en capsulas de
alginato de calcio, por lo cual no se consideraron en este estudio.

El maximo valor de actividad enzimatica se obtuvo con el agregado de
0,8 mM de Guayacol y 1,32 mM de H,O, para ambos ECT. En dichas
condiciones se realizo el analisis de parametros cinéticos de las peroxidasas
libres e inmovilizadas en CMS (Kmgpy VmaXap).

Debido a la interferencia ocasionada por las particulas de la resina en
suspension, la determinacion de la actividad peroxidasa con ECT inmovilizados
en CMS se realizO mediante una reaccion a tiempo final. Para ello se
agregaron los sustratos y diferentes cantidades de resina al tubo de ensayo,
permitiendo a la mezcla reaccionar y sedimentar durante un tiempo total de 2
minutos.

Los Kmy, para Guayacol, obtenidos con ECT Tab y N libres fueron de
1,4 y 2,2 mM respectivamente. Cuando estos ECT fueron inmovilizados en
CMS los valores de Kmg aumentaron, siendo de 25 y 3,6 mM
respectivamente.

En relacion a los valores registrados de Vmaxap, los mismos fueron de
9,1y de 6,0 para las peroxidasas de ECT Tab y N libres, disminuyendo dichos
valores a 6,0 y 3,3 para los respectivos ECT inmovilizados en esta resina.

4.4.4. Ensayos de remocién de fenol y 2,4-DCF con ECT libres e
inmovilizados

Las enzimas inmovilizadas en CMS y en alginato de calcio fueron
utilizadas para los estudios de remocion de 2,4-DCF (25 mg/l) y fenol (10 mg/l).
Debido a que el alginato de calcio brinda la posibilidad de inmovilizar las
enzimas junto a otros componentes, se agrego a un grupo de capsulas PEG-
3350 (100 mg/ml).

Por otra parte, dado que para obtener elevadas eficiencias de remocion
de fenol se necesitan periodos de incubacion mas prolongados se realizé la
experiencia determinando el fenol residual luego de 24 y 48 h de tratamiento.
Los resultados obtenidos para los dos contaminantes se muestran en la tabla
10.
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Tabla 10. Eficiencias de remocién (%) de 2,4-DCF (25 mg/l) y fenol (10 mg/l) por peroxidasas
de ECT de tabaco y nabo libres e inmovilizados sobre CMS y alginato de calcio.

Eficiencia de remocion | Eficiencia de remocion de
de 2,4-DCF (%) fenol
(%)
1h 24 h 24 h 48 h
ECT Tab 7514 764 536 54+3
ECTN 752 804 47+ 5 50+3
CMS (control) 511 51 18+2 20+ 2
ECT Tab-CMS 89+4 92+4 64+1 672
ECT N-CMS 87+4 90+3 62+1 661
Agua-Alg (control) nd 51 14+2 18+3
ECT Tab-Alg 56 +2 90+2 41 +5 53+4
ECT N-Alg 60+4 805 374 47 +3
Agua-Alg-PEG (control) nd 51 15+£2 20+ 2
ECT Tab-PEG-Alg 58+3 901 532 66+5
ECT N-PEG-AIlg 654 805 601 684

nd: no detectado

Las eficiencias de remocion de 2,4-DCF fueron elevadas, tanto en las
determinaciones realizadas luego de 1 hora como de 24 h de incubacion;
comparadas con la remocion de fenol. En general, este proceso ocurrié durante
la primera hora de reaccion. En el caso de las peroxidasas inmovilizadas en
alginato de calcio el tiempo necesario para alcanzar una alta eficiencia de
remocién fue mayor respecto a las enzimas libres o inmovilizadas en CMS.

En términos generales, se obtuvieron mayores eficiencias de remocion
de 2,4-DCF cuando las enzimas fueron inmovilizadas en ambos soportes,
principalmente en el caso de ECT Tab. Es importante considerar que una
proporcion de ambos contaminantes se adsorbié sobre la resina o en las
capsulas de alginato, sin embargo esta contribucibn seria minoritaria
comparada con la remocién por parte de las enzimas. El porcentaje de
adsorcion sobre los soportes de inmovilizacion se hizo mas evidente en la
reaccion de remocién de fenol, llegando al 20%, ya que la proporcién de resina

o capsulas utilizadas fue mayor a la utilizada para remover 2,4-DCF.
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La eficiencia de remocion de los contaminantes por las peroxidasas
inmovilizadas en alginato de calcio fue similar a la obtenida con enzimas libres,
pero cuando las enzimas se inmovilizaron en CMS las eficiencias aumentaron
hasta un 15%.

Por otra parte, el agregado de PEG a las capsulas de alginato se reflejo
en incrementos en la eficiencia de remocion de fenol por ambos ECT, siendo
dicho incremento del 13 % para ECT Tab y del 20% para ECT N en relacion a
las capsulas sin PEG.

Se pudo observar que tanto la resina como las capsulas de alginato de
calcio conteniendo las peroxidasas adquirieron una coloraciébn oscura al
finalizar el tratamiento de las soluciones conteniendo fenol o 2,4-DCF (Figura
29). Esto podria deberse a que los productos poliméricos de la reaccion
guedan incluidos dentro de la misma. Estos posibles productos no pudieron ser
analizados debido a la imposibilidad de extraerlos de la cdpsula mediante

lavados con diferentes solventes (metanol, etanol, acetona o cloroformo).

Figura 29: Coloracién del medio de reaccion y de las capsulas de alginato de
calcio con ECT Tab antes y después de la reaccién de remocién. a) capsula de
alginato de calcio en solucion de 2,4-DCF pre-remocidn. b) capsula de alginato en
solucién post-remocion. c¢) capsula de alginato de calcio pre-remocion. d) capsula

de alginato post-remocion. e) resina CMS-ECT Tab pre y post-remocion.

4.5. Ensayos de toxicidad y genotoxicidad

Los organismos vivos son afectados por la presencia de niveles
peligrosos de cualquier sustancia quimica o mezcla compleja de toxicos
presentes. Los ensayos de toxicidad han ganado aceptacién entre las

estrategias de biomonitoreo ambiental, fundamentalmente porque suministran
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resultados confiables, son costo-efectivos, simples y rapidos (Gustavson y col,
2000). Estos bioensayos pueden ayudar a evaluar los efectos sobre la salud
humana y brindan importante informacion sobre el impacto que puede tener un
contaminante o mezclas, sobre determinados organismos y/o los ecosistemas,
al ser introducidos al medio ambiente.

Estos test son necesarios si se considera la posible aplicacion de un
bioproceso, y adquieren mayor relevancia cuando se desconocen cuales son
los productos obtenidos luego del mismo, como es el caso de las reacciones de
remocién de 2,4-DCF y fenol utilizando peroxidasas de ECT Tab y N.

En este trabajo realizé la evaluacion de toxicidad de las soluciones PR,
ademas y el analisis del posible efecto toxico de otros componentes de la
reaccion que podrian estar presentes en las soluciones PR utilizando test que
empleen organismos de diferentes niveles troficos y de ecosistemas acuaticos
y aeroterrestres. Para este fin, se seleccionaron los test que emplean larvas de
R. arenarum, el ensayo de toxicidad y genotoxicidad de micronucleos

empleando ratones Balb-C y el test de L. sativa.

4.5.1. Evaluacién de la toxicidad de 2,4-DCF y sus productos de

remocioén

45.1.1. Evaluacién de toxicidad aguda utilizando larvas de
Rhinella arenarum

Este ensayo fue seleccionado en base a diferentes estudios realizados en
embriones de anfibios, que indican que éstos son adecuados para detectar la
toxicidad de distintos contaminantes del medio ambiente. Se trata de
organismos altamente sensibles al estrés oxidativo y a la contaminacion del
agua por metales pesados o compuestos organicos (Herkovits y col., 2002;
Pérez-Coll y Herkovits, 2004).

En estudios previos de nuestro laboratorio se determinaron efectos letales
del fenol sobre larvas de R. arenarum en estadio 25, obteniendo una CLso de
183,7 mg/l de dicho compuesto y de 0,98 mM en el caso de H,O, (Paisio y col.,
2009; 2010). Los derivados halogenados del fenol suelen tener mayor toxicidad

qgue el mismo (ATSDR, 1999). En base a estos antecedentes se realizé una
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evaluacion para determinar la toxicidad del 2,4-DCF para estos anfibios, y
obtener la CLso para dicho compuesto.

Debido a que las soluciones de 2,4-DCF y las soluciones PR se realizan
diluyendo los componentes con agua destilada se utilizaron dos tipos de
controles, uno de ellos con solucion Ringer y el otro con agua destilada. Por
otra parte, durante la remocion de 2,4-DCF el pH tiende a disminuir, por lo que
se evalud el efecto del pH sobre las larvas, utilizando soluciones Ringer de pH
5, 6 y 7 sin observarse efectos negativos sobre las mismas. En general, en los
controles no se detecté mortalidad en las distintas repeticiones.

Ademas, se determin6 que la concentraciéon 0,5 mM de H,O, no produce
efectos toxicos sobre las larvas.

Para la evaluacion de toxicidad de 2,4-DCF se realizO una curva de
calibracion en la que se expusieron larvas de R. arenarum en estadio 25 de
desarrollo a concentraciones entre 1 a 25 mg/l de 2,4-DCF, que se colocaron
en placas de petri. Posteriormente, se observo el estado general de las larvas y
se registré la cantidad de larvas muertas diariamente, hasta completar el
periodo de tratamiento de 96 h de exposicion a la solucion del contaminante
(Figuras 30 y 31). Se obtuvo de esta forma la CLsy para dicho compuesto,
siendo de 5,4 mg/l con un 95% de limite de confianza, calculado mediante el
software PROBIT. Los resultados indican que dicho compuesto tendria una

elevada toxicidad sobre las larvas.

Figura 30: Larvas de R. arenarum obtenidas durante los ensayos de toxicidad. a-b)
larvas normales en estadio 25 de desarrollo; c-d) larvas muertas, afectadas por la

presencia de 2,4-DCF.
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Figura 31: Mortalidad (%) de larvas de R. arenarum expuestas durante 96 h a
diferentes concentraciones de 2,4-DCF.

Posteriormente se realizd la evaluacion de las soluciones PR de 2,4-
DCF (25 mg/l) con 0,5 mM de H,0, y 200 U/ml de peroxidasas libres. En estas
condiciones, se observo un 100% de mortalidad de las larvas en estadio 25 al
ser expuestas a dichas soluciones. Si bien se desconoce la identidad de los
productos de oxidacidén se determiné que las soluciones evaluadas contenian
entre 2 y 4 mg/l de compuestos fendlicos, dentro de los cuales se encontraria el
2,4-DCF residual. La elevada toxicidad, no podria ser atribuida al efecto
individual del 2,4-DCF o del H,O; residual en la solucion. Sin embargo, podria
deberse a un posible efecto sinérgico entre los mismos y/o a los productos de
su oxidacién por accion de las peroxidasas, entre otras posibles causas que
puedan generar un estrés adicional en dichas larvas (por ejemplo: pH o
salinidad).

Para descartar efectos producidos por exceso de salinidad en el medio
se incluyeron como controles a las soluciones de los ECT (aproximadamente
100 pl de ECT/10 ml de solucién que corresponden a 200 U/ml de peroxidasa),
sin detectarse efectos letales.

Estos resultados indicarian que mediante la reaccion de remocién de
2,4-DCF con los ECT no disminuirian los efectos toxicos del contaminante
sobre estos organismos. Debido a ello se efectuaron distintas diluciones de las
soluciones PR obtenidas con ambos ECT (100, 50, 20, 10, 5y 1%), a fines de
evaluar la magnitud de dicha toxicidad. En las figuras 32 y 33 se muestran los

resultados obtenidos al utilizar las soluciones diluidas hasta el 10%.
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Figura 32: Mortalidad (%) de larvas de R. arenarum en estadio 25 de desarrollo
durante el tratamiento con las distintas diluciones de las PR Tab.
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Figura 33: Mortalidad (%) de larvas de R. arenarum en estadio 25 de desarrollo

durante el tratamiento con las distintas diluciones de las soluciones PR N.

Desde el primer dia de tratamiento, se pudo observar que al exponer las
larvas a ambas soluciones PR puras o diluidas al 50% la letalidad de las
mismas llegé al 100%. Sin embargo, cuando la solucion PR fue diluida al 20%
la misma se redujo llegando a 49 y 35% para ECT Tab y N respectivamente,
mientras que al utilizar la dilucién al 10% solo se registré un 1% de mortalidad y
las soluciones PR al 5 0 1% fueron inocuas.

Para determinar si dicha toxicidad podria cambiar al utilizar las enzimas
inmovilizadas se expusieron larvas en estadio 25 a soluciones PR obtenidas

con ECT de tabaco y nabo inmovilizados en alginato de calcio (figuras 34 y 35).
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Figura 34: Mortalidad (%) de larvas de R. arenarum en estadio 25 de desarrollo
durante el tratamiento con las distintas diluciones de las soluciones post-remocion
obtenidas con ECT Tab inmovilizado en alginato de calcio.
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Figura 35: Mortalidad (%) de larvas de R. arenarum en estadio 25 de desarrollo
durante el tratamiento con las distintas diluciones de las soluciones post-remocion
obtenidas con ECT N inmovilizado en alginato de calcio.

De forma similar a lo observado con los ECT libres, las soluciones PR
puras o diluidas al 50% produjeron un 100% de mortalidad para las larvas en
estadio 25 desde los primeros dias de tratamiento. La letalidad de la dilucion al
20% fue de 17 y 14%, para los ECT Tab y N inmovilizados en alginato de calcio
respectivamente.

Para descartar los posibles efectos toxicos producidos por los

componentes de las capsulas se realizaron controles con la misma cantidad de
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capsulas de alginato (conteniendo los ECT inmovilizados) utilizadas en la
remocion sumergidas en solucion Ringer, sin observarse efectos de toxicidad.

Posteriormente, en las mismas condiciones de los ensayos anteriores,
se evaluo la toxicidad de soluciones obtenidas con los ECT inmovilizados en
CMS. Los resultados se muestran en las figuras 36 y 37.

100 - ® PR Tab-CMS 100%
S M PR Tab-CMS 50%
-]
©
=2 m PR Tab-CMS 20%
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[=]
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Figura 36: Mortalidad (%) de larvas de R. arenarum en estadio 25 de desarrollo

durante el tratamiento con las distintas diluciones de las soluciones post-remocion
obtenidas con ECT Tab inmovilizado en CMS.
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Figura 37: Mortalidad (%) de larvas de R. arenarum en estadio 25 de desarrollo

durante el tratamiento con las distintas diluciones de las soluciones post-remocion
obtenidas con ECT N inmovilizado en CMS.

La letalidad de las soluciones PR obtenidas fue nuevamente del 100%.
La dilucion de estas soluciones al 20% produjo una mortalidad de 67 y 47%,
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para ECT Tab y ECT N inmovilizados en CMS respectivamente. En la dilucion
al 10%, de las soluciones obtenidas con ambos ECT, se registré un 4% de
mortalidad. Se agreg6 para este ensayo un control con similar cantidad de
resina a la utilizada en el ensayo de remocién suspendida en solucion Ringer,
observandose valores menores al 5% de mortalidad.

Los resultados de toxicidad obtenidos con las diferentes soluciones PR

en el test de toxicidad aguda con R. arenarum fueron comparados entre si,
como se muestra en la figura 38.

100 - H 100%

B 50%
20%
50 -
m10%

Mortalidad (%)

PR Tab PRN

Solucion PR

Figura 38: Mortalidad (%) de larvas de R. arenarum en estadio 25 de desarrollo

frente a diluciones de las soluciones post-remocion obtenidas con ECT Tab y N
libres e inmovilizadas.

Las soluciones PR de 2,4-DCF obtenidas con ECT Tab y N, libres o
inmovilizadas en alginato de calcio y CMS produjeron un 100% de letalidad de
las larvas en estadio 25 de desarrollo. Al diluir estas soluciones al 50% no se
registro disminucion de dicho efecto.

El porcentaje de mortalidad de las larvas expuestas a soluciones PR
diluidas al 20% obtenida con enzimas libres fue mayor a la generada por las
soluciones PR obtenidas con las enzimas inmovilizadas en alginato de calcio
en la misma dilucion. Sin embargo, la inmovilizacion en CMS no produjo
disminucion de la toxicidad. A partir de la dilucion al 10%, de dichas soluciones,

no se registré mortalidad de las larvas.
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4.5.1.2. Evaluacion de toxicidad y genotoxicidad en raton

Debido a que el 2,4-DCF y las soluciones PR mostraron elevada
toxicidad, segun el test de R. arenarum, se decidié evaluar el efecto de estas
soluciones en otro sistema biolégico que podria verse afectado por la presencia
de estos compuestos, como son los roedores. Para ello se utilizaron ratones
Balb-C, como representantes de mamiferos que pueden consumir agua
contaminada y presentar signos de toxicidad. Ademds, el empleo de estos
animales permite determinar la genotoxicidad de la solucion consumida por los
animales mediante el test de induccion de micronucleos.

Para tal fin se trataron diferentes lotes de animales segun lo descripto en
Materiales y Métodos. Para tener en cuenta los posibles cambios en los
resultados atribuidos al sexo de los animales mantuvieron los roedores machos
y hembras en jaulas separadas (OECD, 2014). Considerando que el remanente
de 2,4-DCF en las distintas soluciones PR puede alcanzar los 4 mg/l se utilizo
como control una solucién de dicha concentracion del contaminante. De esta
forma se podrian discriminar los efectos toxicos del remanente de 2,4-DCF y de
sus productos de oxidacion, por las peroxidasas de los ECT, en estas
soluciones.

La cantidad de solucion consumida es determinante en la evaluacion de
los efectos que podrian producirse en los animales, por lo tanto se registrd
diariamente su consumo por hembras y machos por separado. Los resultados
se muestran en la figura 39.

De acuerdo a lo registrado diariamente, se observé que en general los
ratones machos consumieron mayores volumenes de liquido que las hembras.
Por otra parte, el consumo de solucién 25 mg/l de 2,4-DCF fue menor que el
registrado para agua o soluciones conteniendo 4 mg/l de dicho compuesto,
para ambos sexos.

El mismo efecto fue observado con ambas soluciones PR, en general los
machos consumieron mayor cantidad de las soluciones correspondientes a
cada tratamiento que las hembras. En el caso de la solucion PR obtenida con
ECT Tab el consumo registrado fue similar en machos y hembras.

Estas diferencias de consumo podria deberse del tamafio de los
animales por lo cual se pesé a cada animal luego del tratamiento. Sin embargo,

los pesos promedio de los ratones correspondientes a cada tratamiento no
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presentaron diferencias estadisticamente significativas con los controles que

consumieron agua durante el mismo periodo.

=
w o
1 1

Volumen diario consumido (ml)
o
1

Agua 2,4-DCF

(4 mg/l)

PRN

2,4-DCF | PRTab
(25 mg/1)

Figura 39: Consumo diario promedio (ml) de agua (control), 2,4-DCF (4 y 25 mg/l) y

soluciones post-remocién (PR Tab, PR N) por ratones hembras y machos.

No se registr6 mortalidad de los ratones en ninguno de los tratamientos
realizados, por lo cual, se procedi6 a sacrificar a los animales y se extrajo
sangre para la realizacion de analisis de pardmetros bioquimicos de dafio
hepatico (determinacion de actividad de la enzima Glutdmico-piravico
transaminasa (GPT)) y de dafo renal (concentracion de urea y creatinina en
suero). Por ultimo, se les extrajo el higado para efectuar un analisis
histopatolégico. Ademas, en todos los tratamientos, se realiz6 extraccion y
andlisis de la médula ésea de los fémures de cada ratén para el recuento de
micronucleos.

4.5.1.2.1. Analisis de parametros bioquimicos
A partir del suero obtenido de cada raton se realizé la determinacion de
actividad de la enzima GPT, como indicador de dafio hepéatico. Los resultados

se muestran en la figura 40.
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Figura 40: Actividad de la enzima GPT (U/l) en suero de ratones hembra y macho
correspondientes a los tratamientos con agua (control), 2,4-DCF (4 y 25 mg/l) y
soluciones post-remocién (PR Tab, PR N).

En general, la actividad de GPT fue mayor en los ratones que
consumieron las distintas soluciones con respecto a los que consumieron agua,
con incrementos promedio entre 38 a 145%. Los mayores niveles de esta
enzima se observaron en los animales tratados con las soluciones de 2,4-DCF,
gue duplicaron los valores obtenidos en hembras y machos control.

Para estimar si el consumo de estas soluciones genera algun dafio renal
se determinaron los niveles de creatinina y urea en el suero de todos los

animales. Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 41y 42.

Creatinina (mg/I)

Figura 41: Concentraciéon de creatinina (mg/l) en suero de ratones hembras y
machos correspondientes a los tratamientos con agua (control), 2,4-DCF (4 y 25
mg/l) y soluciones post-remocién (PR Tab, PR N).
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Figura 42: Concentraciéon de urea (g/l) en suero de ratones hembras y machos
correspondientes a los tratamientos con agua (control), 2,4-DCF (4 y 25 mg/l) y

soluciones post-remocion (PR Tab, PR N).

Los niveles de creatinina y urea en suero de los ratones
correspondientes a los distintos tratamientos no presentaron variaciones
significativas con respecto a los controles. Sin embargo, en términos generales
fueron menores en aquellos animales tratados con soluciones PR respecto a

los tratados con soluciones de 2,4-DCF.

4.5.1.2.2. Estudio histopatoldgico

De acuerdo a los resultados de los estudios histopatolégicos de los
higados de los ratones tratados por via oral, no se encontraron evidencias de
efectos citotdxicos 0 genotdxicos sobre los hepatocitos de estos animales al ser
comparados con los controles (ratones sin tratamiento que solo bebieron agua
destilada). En general, se observaron hepatocitos con intensa mitosis, zonas de
degeneracion hidropica moderada, y algunos microabscesos con células mono
y polimorfonucleares tanto en higados de ratones controles como en los
higados de ratones tratados. La figura 43 muestra un corte histolégico de

higado de un raton tratado con 25 mg/l de 2,4-DCF, a modo de ejemplo.
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Figura 43: Fotografia de un campo de un preparado histolégico de tejido hepatico de
raton tratado con una solucién de 2,4-DCF (25 mg/l).

4.5.1.2.3. Test de micronucleos en médula 6sea de raton

Este test es utilizado para detectar presencia de efectos clastogénicos de
distintas sustancias. Durante la maduracion de las células sanguineas, que
ocurre en médula ésea, los eritrocitos pierden su nucleo, pero no pueden
eliminar fragmentos cromosOmicos, los cuales pueden haber sido generados
por algun efecto clastogénico natural, o inducidos por algin compuesto
guimico. Estos fragmentos de ADN se visualizan al microscopio como

micronucleos (Figura 44).

Figura 44: Fotografia de dos eritrocitos de médula 6sea de raton, uno de ellos

presentando un microndcleo.

Para estudiar el efecto de las soluciones de 2,4-DCF y sus productos de
remocion se realizé el recuento de eritrocitos policromaticos (inmaduros),
registrandose la cantidad de éstos que presentaron microndcleos en un total de
mil células por cada tratamiento. Los resultados obtenidos se resumen en la
tabla 11.
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Tabla 11: Micronucleos (%o) en eritrocitos de medula 6sea de ratones Balb-C
correspondientes a los tratamientos con agua (control), 2,4-DCF (4 y 25 mg/l) y

soluciones post-remocion (PR Tab, PR N).

Micronucleos (%o)
Hembras Machos Promedio
Control (agua) 0,33 0,38 0,35
2,4-DCF (4 mgl/l) 0,13 0,15 0,14
2,4-DCF (25 mg/l) 1,40* 1,10* 1,25*
PR Tab 0,69* 0,53* 0,61*
PR N 0,75* 1,50* 1,13*

Los asteriscos sefialan las diferencias estadisticamente significativas entre los promedios de

los tratamientos y el control (p < 0,05) mediante prueba T.

En el grupo de ratones que consumi6 por 7 dias la solucion conteniendo
25 mg/l de 2,4-DCF se observo un incremento significativo en la cantidad de
micronucleos, con respecto al control. Sin embargo, en el caso de los animales
gue consumieron la solucion de 2,4-DCF de menor concentracién (4 mg/l) no
se registro un incremento en el numero de microndcleos en relaciéon a los que
consumieron agua.

El andlisis de los preparados correspondientes a los ratones que
consumieron las soluciones PR mostrd efectos clastogénicos en los eritrocitos,
ya que la cantidad de micronudcleos registrados fue mayor a los obtenidos en el
control. Sin embargo, los efectos producidos por la solucion PR Tab fueron
menores que los producidos por la solucién de 2,4-DCF (25 mg/l) sin tratar

4.5.1.3. Ensayo de toxicidad aguda utilizando Lactuca sativa L

Este ensayo ha sido empleado en el monitoreo de contaminacion en rios,
ya que presenta gran sensibilidad a la materia organica disuelta y ha sido
sugerido para la evaluacién de calidad de aguas por la US-EPA (Bohorquez-
Echeverry y Campos-Pinilla, 2007). También se ha utilizado en la
determinacion de fitotoxicidad de contaminantes presentes en el suelo, y en la

evaluacion de la toxicidad residual de efluentes fendlicos tratados mediante
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biorremediacion (Sampedro y col., 2007; Valerio y col., 2007; Barrientos y col.,
20028; Diaz Lopez y col., 2008; Angelini y col., 2011).

Debido a la aceptacidon de este test por los Organismos Internacionales y
la necesidad de utilizar pruebas que involucren a organismos pertenecientes a
distintos niveles troficos se selecciond al mismo como modelo vegetal, para
estudiar la toxicidad de las soluciones PR de 2,4-DCF obtenidas con ECT de
Taby N.

Para ello se hizo germinar a semillas de L. sativa en presencia de
soluciones PR obtenidas con ambos extractos, y soluciones control de 2,4 DCF
(25 mgl/l) sin encontrar efectos tdxicos sobre la germinacion de las mismas
(porcentajes de germinacion mayores al 95%). Considerando estudios previos,
en los cuales se observo que la concentracion de 2,4-DCF remanente en la
solucion (hasta 4 mg/l) no genera efectos toxicos sobre la germinacion de las
semillas de L. sativa (Angelini, 2010), en este estudio, se agregé como control
una solucion de 2,4-DCF de 10 mgl/l, correspondiente a la CME.

El estado de las plantulas germinadas fue normal en todos los
tratamientos, sin aparicion de signos como necrosis 0 amarronamiento de las
raices, hipocoétilos o cotiledones. A continuacion, se determinaron las
longitudes relativas de radiculas (LRR) e hipocétilos (LRH) a fines de

evidenciar los efectos subletales producidos por dichas soluciones (figura 45).
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Figura 45: Longitudes relativas de radiculas e hipocétilos de plantulas de L. sativa
tratadas con agua (control), 2,4-DCF (25 y 10 mg/l), perdxido de hidrégeno (0,5 mM) y
soluciones post-remocion (PR Tab, PR N).
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Se pudo observar que, para las muestras evaluadas, la elongacion de la
radicula es un parametro mas sensible que la germinacion o elongacion de los
hipocotilos. En este ensayo, se observd una disminucion del 34% en la LRH en
el tratamiento con 2,4-DCF (25 mg/l). Sin embargo, los promedios de las LRR
de las plantulas de los distintos tratamientos fueron menores a los valores de
las desarrolladas en agua, produciéndose efectos inhibitorios del crecimiento
sobre las plantulas de L. sativa al germinar en presencia de las distintas
soluciones.

En el caso de las soluciones de 2,4-DCF se observo una disminucion
relativa al control de 31 y 20 % para soluciones 25 y 10 mg/l respectivamente.
Las soluciones PR Tab y N generaron una disminucion de las radiculas de 13y
42% respectivamente, sin detectarse cambios significativos en la longitud de
los hipocoatilos.

Posteriormente se calcul6 el indice de germinacién (IG) que permite hacer
una estimacion general del efecto del contaminante sobre la germinacion de las

plantulas. Los resultados se muestran en la figura 46.
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Figura 46: indices de germinacion de plantulas de L. sativa tratadas con agua
(control), 2,4-DCF (25 y 10 mg/l), peréxido de hidrégeno (0,5 mM) y soluciones post-
remocion (PR Tab, PR N).

De acuerdo a los resultados, los IG de las plantulas crecidas en
soluciones conteniendo 10 y 25 mg/l de 2,4-DCF presentaron una disminucién
de 20 y 40% respectivamente en relacion al control. Las plantulas crecidas en

la solucion PR obtenida con ECT N mostraron también un descenso del 40%
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en dicho indice. Los resultados indican que se estarian produciendo efectos
subletales en el desarrollo de dichas plantulas al crecer en presencia de
soluciones de 2,4-DCF y PR N.

4.5.2. Evaluacién de la toxicidad de fenol y sus productos de remocion

4.5.2.1. Determinacion de efectos teratogénicos sobre el desarrollo de
larvas de R. arenarum

Los ensayos de toxicidad aguda aplicados anteriormente no poseen la
sensibilidad necesaria para la evaluacion de toxicidad de soluciones
conteniendo fenol o sus productos de remocioén, ya que las concentraciones
utilizadas en este trabajo son mucho menores a las concentraciones efectivas
reportadas para este compuesto. De acuerdo a antecedentes, la CLso de fenol
para larvas de R. arenarum en E 25 de desarrollo es de 183,7 mg/l, con una
NOEC de 60 mg/l (Paisio y col., 2009). Por su parte, mediante el test de
toxicidad aguda que utiliza L. sativa se ha descripto una CI50 de 146 mg/l
(Maglione, 2010).

Resultados previos de nuestro laboratorio indican que, soluciones
conteniendo entre 25 y 100 mg/l de fenol generan entre 30 y 62% de
anormalidades morfolégicas en las larvas expuestas desde estadios
tempranos, sin embargo no se analizo el efecto de concentraciones menores a
ese rango (Paisio y col.,, 2009). Por lo tanto, teniendo en cuenta estos
antecedentes, se realizaron los estudios para la determinacion de efectos
teratogénicos de soluciones conteniendo 1 y 10 mg/l de fenol y de las
soluciones PR, en larvas de R. arenarum durante los primeros estadios de
desarrollo de estos organismos.

La exposicion a las soluciones se inicié cuando los évulos ya fecundados
comenzaron a dividirse por mitosis, utilizandose blastomeros de 4 células. En
general, las soluciones evaluadas causaron baja mortalidad sobre los

embriones, como se muestra en la figura 47.
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Mortalidad (%)

Fenol |Perc’>x.| PR Tab PR N

Figura 47: Mortalidad (%) de embriones expuestos a las diferentes soluciones de
fenol (1-10 mg/l), peréxido de hidrégeno (0,5 mM) y soluciones PR Tab y N obtenidas
con ECT libres e inmovilizados en alginato de calcio y CMS. Las letras indican
diferencias estadisticas entre tratamientos mediante test de ANOVA.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la mortalidad de los embriones
desarrollados en condiciones control fue del 0,5%. Las soluciones conteniendo
10 mg/l de fenol causaron un 11% de mortalidad sobre los mismos. Por su
parte, las soluciones conteniendo fenol (1 mg/l), H,O, (0,5 mM) y las diferentes
soluciones PR produjeron, en general, una mortalidad aproximada del 6%.

Se pudieron observar anormalidades en el desarrollo de las larvas
expuestas a los distintos tratamientos. En varias de ellas se detecté mas de un
tipo de malformacion. Algunas de las malformaciones comenzaron a
evidenciarse mediante la aparicién de gemas o vesiculas sobre la superficie de
algunas larvas en estadios embrionarios tempranos, como se muestra en las
figuras 48 y 49 para larvas en E 15 y 18 respectivamente. Estos efectos fueron
cuantificados y clasificados hacia el final del ensayo, cuando las larvas se

encontraron en E 21. Algunas de las anormalidades de las larvas, registradas
en E 21, se muestran en la figura 50.
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Figura 48: Larvas en estadio 15 de desarrollo (48 h), a y b) normales, c y d) larvas

con gemas o protuberancias. Las flechas sefialan las principales anormalidades

observadas.

B
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Figura 49: Larvas en estadio 18 de desarrollo (72 h), a) normales, b) curvatura axial;

¢) malformacién en aleta caudal; d-e) larvas con vesiculas y protuberancias; f-g)
larvas con escaso desarrollo de cola, protuberancias y curvatura del eje axial. Las

flechas sefialan las principales anormalidades observadas.

Figura 50: Larvas en estadio 21 (96 h) de desarrollo con malformaciones, a) normal, b)
larva con protuberancia y alteracion en aleta caudal, ¢) larva con edema d) larva con
curvatura del eje axial e) larva con extensiones endodérmicas y desarrollo anormal de
aleta caudal, f) larva con forma irregular, escaso desarrollo de aleta caudal y curvatura

del eje axial. Las flechas sefialan las principales anormalidades observadas.
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Los porcentajes de embriones que registraron malformaciones en los

distintos tratamientos se muestran en la figura 51.

Embriones con malformaciones (%)

| Fenol |Peréx.| PR Tab PR N

Figura 51: Embriones con malformaciones (%) presentadas en larvas en estadio 21,
desarrolladas en las diferentes soluciones de fenol (1-10 mg/l), peroxido de hidrégeno
(0,5 mM) y soluciones PR Tab y N obtenidas con ECT libres e inmovilizados en alginato

de calcio y CMS. Las letras indican diferencias entre tratamientos.

Se pudo observar que las soluciones conteniendo 1 mg/l de fenol
causaron muy bajo porcentaje de anormalidades en el desarrollo de los
embriones, sin mostrar diferencias estadisticamente significativas con el
control. Sin embargo, concentraciones de 10 mg/l produjeron efectos
teratogénicos, registrandose anormalidades de hasta 16% en los embriones.

La solucion de H;O, produjo anormalidades en un 25% de los
embriones, principalmente edema y subdesarrollo de la aleta caudal. Por su
parte, las soluciones PR produjeron en general entre 17 y 30% de larvas con
anormalidades. En el caso de las soluciones PR Tab se pudo observar una
disminucién de la toxicidad cuando los ECT fueron inmovilizados en alginato de
calcio en comparacion con los ECT libres, sin producirse el mismo efecto con el
ECT inmovilizado en CMS. En contraste, con ECT N se detectd una
disminucién de la toxicidad mediante el empleo de CMS, mientras que no se
registrd disminucion de la toxicidad con el ECT inmovilizado en alginato de

calcio.
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En muchos de los casos, las larvas mostraron mas de un tipo de
anormalidad. Los porcentajes de anormalidades observados en las larvas en E

21 con los distintos tratamientos se resumen en la tabla 12.

Tabla 12: Diferentes malformaciones observadas en las larvas tratadas con
soluciones de fenol (1-10 mg/l), peréxido de hidrégeno (0,5 mM) y soluciones PR

Tab y N obtenidas con ECT libres e inmovilizados en alginato de calcio y CMS.

Fenol Perox. PR Tab PRN

= ED % w v | 2 %)

Elgl 2 |2|2|38|2|2]|3
Edema 33 59 98 67 25 6 80 100 100
Curvatura del eje axial 33 100 59 70 100 39 98 49 100
Subdesarrollo de aleta caudal 100 34 79 100 25 39 89 49 33
Forma irregular 0 6 39 0 0 29 45 0 30
Vesiculas - Extensiones 0 72 29 44 0 18 35 100 10
Inhibicién del desarrollo 0 67 20 11 100 19 18 49 O

(% promedio * ES)

Las soluciones PR Tab y N obtenidas con ECT libres generaron
principalmente subdesarrollo de aleta caudal, curvatura del eje axial y edema,
observandose un bajo porcentaje de vesiculas y extensiones.

Por otra parte, las larvas crecidas en agua presentaron mayor tamafo y
alcanzaron un estadio de desarrollo mayor en menor tiempo que las
desarrolladas en los distintos tratamientos, ya que los controles alcanzaron el
estadio 25 en 96 h, mientras que las larvas mantenidas en soluciones de fenol,
H,O, y las diferentes soluciones PR se encontraban entre el E 21 y 22.

Para poder determinar la disminucion del tamafio de las larvas
desarrolladas en las soluciones evaluadas se realizé la medicion de las
mismas, mediante el empleo de un micrometro. Los resultados se muestran en

la figura 52.
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Figura 52: Disminucién del tamafio (%) de larvas en estadio 21, desarrolladas en las

diferentes soluciones de fenol (1-10 mg/l), peréxido de hidrogeno (0,5 mM) y soluciones
PR Tab y N obtenidas con ECT libres e inmovilizados en alginato de calcio y CMS. Los

asteriscos sefialan diferencias estadisticamente significativas con el control.

Los resultados demuestran que efectivamente las larvas desarrolladas en
las soluciones de fenol (10 mg/l), y PR obtenidas con los distintos ECT libres o
inmovilizados presentaron disminucion del tamafio entre 9 y 19%. De acuerdo
al andlisis estadistico, solamente las soluciones de fenol (1 mg/l) y de peréxido

no presentan diferencias significativas con el control.

4.6. Estudio de la naturaleza quimica de los productos de remocion de
fenol y 2,4-DCF

4.6.1. Estudios espectrofotométricos

Las peroxidasas de las raices transformadas de tabaco y nabo
removieron efectivamente fenol y 2,4-DCF, sin embargo, los resultados de los
test de toxicidad revelaron la posibilidad de que se generaran nuevos productos
toxicos luego de la reaccion. Considerando que no contamos con informacion
sobre los productos obtenidos en cada reaccion se iniciaron los estudios para
estimar la naturaleza quimica de los mismos. En los medios de remocion de
2,4-DCF, se observo la aparicion de un color rosado cuando se utilizaron los
diferentes ECT. Sin embargo, cuando el sustrato fue fenol, se observé una

tonalidad amarillo-marron y eventualmente se detectd un precipitado marron
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oscuro o0 negro. Esto nos indujo a pensar que los productos de remocion de
ambos compuestos fendlicos serian diferentes.

A fines de dilucidar cuales serian los posibles productos de dichas
reacciones se llevaron a cabo los espectros de absorcion de 2,4-DCF vy fenol,
observando que tienen un pico maximo de densidad Optica (DO) a 284 y 267

nm, respectivamente (Figura 53).
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Figura 53: Espectros de absorcion entre 240 y 350 nm. A) 2,4-DCF (25 mg/l). B) fenol
(20 mg/l)

El agregado del co-sustrato H,O, a la solucion conteniendo cada
compuesto fendlico (2,4-DCF, 25 mg/l o fenol, 10 mg/l) no modificé los
espectros de absorcion de las mismas. Con el fin de detectar los cambios de
DO durante la reaccion, se analizo el espectro de absorcion entre 240 y 350 nm
a distintos tiempos durante una hora de reaccion para ambos ECT.

En la figura 54 se muestran los resultados obtenidos con extractos de
raices transformadas de tabaco y nabo respectivamente en la reaccion de
remocion de 2,4-DCF.
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Figura 54: Cambios en el espectro de absorcion de la mezcla de reaccion con 25
mg/l de 2,4-DCF y 0,5 mM de H,O, entre 240 y 350 nm durante 1 h. A) ECT Tab, B)
ECTN

Al comienzo de la reaccion (30 segundos) se encontré una baja DO a 252
nm y un unico pico a 284 nm que corresponderia al 2,4-DCF (dado que se
superpone con el espectro de absorcion de dicha sustancia). Al final de la
reaccion (1 h) se observdé un importante aumento de la DO a 252 nm,
acompafiado de un incremento de menor intensidad a 301 nm, lo que podria
indicar la presencia de los productos de la reaccion (Hammel y Tardone 1988;
Laurenti y col. 2003). ElI pico registrado inicialmente (284 nm), que
corresponderia al sustrato, incrementé levemente su valor de DO con el
tiempo.

Los cambios de densidad oOptica en el rango del espectro analizado
fueron mas notables durante los primeros 300 segundos de reaccion,
observandose que a medida que trascurre el tiempo estas diferencias tienden a
disminuir, obteniéndose espectros practicamente superpuestos entre si, entre
los 2050 y 3600 segundos. Para evaluar este efecto, se realizd un seguimiento
de la densidad 6ptica a 252 y 301 nm durante la reaccién de remociéon de 2,4-

DCF utilizando ambos extractos enzimaticos (Figura 55).
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Figura 55:; Variacién de la densidad 6ptica a 252 y 301 nm en funcién del tiempo de
remocion de 2,4-DCF (25 mg/l) con 0,5 mM de H,0,y 200 U/ml de peroxidasas de A)
ECT Tab, B) ECT N

De acuerdo a los graficos obtenidos, se pudo comprobar que la reaccién
ocurriria muy rapidamente durante los primeros 5 minutos, hasta alcanzar una
meseta alrededor de los 10-15 minutos, lo que podria indicar que la reaccién
llegaria a un equilibrio.

A fines de detectar si estos espectros presentan variaciones luego del
periodo estudiado, se llevd a cabo la reaccién de remocion de 2,4-DCF durante
1, 24 y 48 h de incubacién para ambos ECT. Los resultados se muestran en la

figura 56.
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Figura 56: Espectro de absorcion de la mezcla post-remocién de 2,4-DCF (25 mg/l),
con 0,5 mM de H,0, y 200 U/ml de peroxidasas de ECT, entre 240y 350 nm a1, 24y
48 h de incubacion. A) ECT Tab, B) ECT N

Se detectd un leve incremento en los valores de DO en el rango de
longitud de onda analizada hasta las 48 h de incubacion. Esto podria indicar
que la reaccion de remocion de 2,4-DCF por peroxidasas de ECT continuaria al
menos durante ese lapso de tiempo.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para 2,4-DCF, se realizaron
los analisis espectrofotométricos para la remocion de fenol con ECT Tab y N.
Se observo que la mezcla inicial de reactivos mostraba un Unico pico a 267 nm,
correspondiente a fenol. Luego del agregado de 1000 U/ml de peroxidasas al
medio de reaccion se registraron cambios en el espectro de absorcion. La
figura 57 muestran los cambios de densidad oOptica entre 240 y 450 nm en una

hora de reaccion para ECT Tab y N.
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Figura 57: Cambios en el espectro de absorcién de la mezcla de reaccién de
fenol (10 mg/l) con 1 mM de H,0, y 1000 U/ml de peroxidasas de ECT, entre
240 y 450 nm durante una hora. A) ECT Tab, B) ECT N

Al comienzo de la reaccion se encontr6 un pico a 267 nm que
corresponderia al fenol (dado que se superpone con el espectro de absorcién
de dicha sustancia). La densidad Optica se incrementd levemente con el
tiempo, en todo el rango del espectro analizado, lo que podria deberse a la

presencia de los productos de la reaccion.
Se registré un incremento de la densidad éptica entre 240 y 283 nm con

ambos ECT, acompafiados de la aparicion de un pico de absorcién a 398 nm.
Para analizar la cinética de la reaccion se realizd el seguimiento del aumento
de densidad optica entre 283 y 398 nm (ya que fueron los que mostraron

mayores variaciones) durante una hora de reaccion (Figura 58).
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Figura 58: Variacion de la densidad optica a 283 y 398 nm en funcion del tiempo de
remocion de fenol (10 mg/l) con 1 mM de H,O, y 1000 U/ml de peroxidasas de A)
PR Tab, B) PR N

Se observé que las cinéticas de las reacciones catalizadas por las
peroxidasas de ambos extractos fueron similares. En ambos casos, se
registraron dos etapas de reaccion: durante los primeros 10 minutos hubo un
incremento rapido en la DO en las longitudes de onda analizadas, lo que
indicaria una elevada velocidad de reaccion en dicho periodo de tiempo.
Posteriormente, la DO increment6é lentamente, pero sin llegar a un estado
estacionario en el periodo estudiado.

De la misma forma que lo realizado anteriormente para 2,4-DCF se
analizaron los espectros de absorcion de la solucion PR de fenol durante 1, 24
y 48 h de reaccion utilizando ECT Tab y N (Figura 59)
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Figura 59: Espectro de absorcién de la solucion post-remocién de fenol (10 mg/l)
con 1 mM de H,O, entre 240 y 450 nm a 1, 24 y 48 h de incubacién. A) PR Tab,
B) PR N

La densidad Optica, en el rango del espectro analizado, incremento
incluso hasta las 48 h de reaccidén, disminuyendo la intensidad del pico
registrado inicialmente a 398 nm. Esto podria indicar que la reaccion de
remocién de fenol por peroxidasas de ECT continuaria transcurriendo al menos

durante ese periodo.

4.6.2. Estudios electroquimicos

El mecanismo redox de fenol y algunos derivados han sido estudiados
por distintos autores mediante la aplicacion de técnicas electroquimicas,
utilizando electrodos de diferentes materiales, entre ellos oro, platino y carbono.
Dentro de las técnicas electroquimicas mas utilizadas se encuentra la
voltamperometria ciclica. Esta técnica permitiria estimar la naturaleza quimica
de los productos de remocion de los compuestos fendlicos.

Para ello se emplearon las soluciones control (fenol y 2,4-DCF) y las

soluciones PR Tab y N en solucién acuosa con NaCl 0,1 M, utilizando
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electrodos de carbono vitreo, a una velocidad de barrido de 50 mV s™. Se
recorrio el potencial del &rea de trabajo entre un potencial inicial de -0,25 V y
uno final de 1,25 V (escaneo positivo), al llegar al valor final se invirtid el
sentido de barrido (escaneo negativo), dando como resultado una onda
aplicada de forma triangular. Durante el barrido, la corriente resultante (1)
medida en amperes (A) se detectdé mediante un potenciostato, del cual se
obtuvo un gréfico corriente-potencial denominado voltamperograma ciclico
(VC). Luego de cada escaneo se limpié cuidadosamente el electrodo para
evitar la adhesion de productos de reaccion al mismo que pudieran atenuar o
modificar su respuesta.

Las figura 60 muestra los VC obtenidos para 2,4-DCF (25 mg/l) y fenol
(10 mg/l) utilizados como control y las soluciones post-remocion obtenidas con

ambos ECT para cada sustrato.

24-DCF 0,8V

4.0x10° 4

I (A)

8,0x107° 1
B 1

| (A

4,0x10° 1

T T T
0.0 0,5 1,0
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Figura 60: Voltamperogramas ciclicos entre -0,25 y 1,25 V de las soluciones post-
remocion obtenidas con ambos ECT A) 2,4-DCF (25mg/l); B) fenol (10 mg/l).

Al analizar los sustratos puros, se pudo observar un Unico pico de

oxidacion a 0,8 V para 2,4-DCF y a 0,86 V para fenol al realizar el escaneo

109



Resultados

positivo. Durante el escaneo negativo se detectaron picos a 0,3 V para 2,4-DCF
y a 0,45V para fenol.

En el andlisis de las soluciones post-remocion de 2,4-DCF se observé

una notable disminucién de la sefal a 0,8 V luego de la reaccion de remocion.
Por otra parte, en el escaneo negativo se detectd la aparicion de picos de
reduccion entre 0,1 y 0,2 V en las soluciones post-remocion obtenidas con
ambos ECT.
Los VC obtenidos con fenol y con las soluciones PR del mismo mostraron una
disminucién de la sefal a 0,86 V luego de la reaccion de remocién con ambos
ECT. Por otra parte, los picos de reduccion registrados fueron similares a los
obtenidos con el sustrato puro (0,45 V), mostrando una leve disminucién en la
intensidad de la sefial.

En la voltamperometria, los barridos pueden ser repetidos en sucesivos
ciclos, sin efectuar la limpieza del electrodo entre barridos. Esta etapa fue
realizada con el fin de generar la polimerizacion de 2,4 DCF (o fenol) sobre la
superficie del electrodo y de esta manera comparar la sefial obtenida con
aguella proveniente de la post-remocion, con los distintos ECT (Figura 61).

Al analizar los VC de 2,4-DCF en los 2 siguientes ciclos consecutivos (que
corresponderian a los primeros productos de oxidacion electroquimica) se
observé la aparicion de dos picos catédicos a 0,25 y 0,59 V que luego
disminuyeron su intensidad en los sucesivos ciclos. Ademas, se detecto la
presencia de dos picos anddicos, uno a 0,59 V que disminuy6 de intensidad a
medida que increment6 el numero de ciclos y otro que inicialmente se presentd
a 0,1 V y luego mostrd un corrimiento hacia potenciales negativos, llegando a -
0,05V en el quinto ciclo (Figura 61 A).

En el caso de fenol, en un segundo escaneo sucesivo de VC se pudo
observar la aparicion de dos nuevos picos catodicos (0,5 V y 0,6 V) (Figura 61
B).
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Figura 61: Voltamperogramas de ciclos sucesivos (1 a 20) entre potenciales de -0,2
y 1,2 V. A) 2,4-DCF (25 mg/l); B) fenol (10 mg/l)

En ambos casos, al realizar sucesivos ciclos se observd una disminucion
marcada de la sefal registrada por el electrodo. Esto puede ocurrir como
consecuencia de que los productos de reaccion generan especies que pasivan
la superficie del electrodo (posiblemente polimeros), lo cual se evidencia luego
de realizar sucesivos ciclos con ambos analitos puros.

Los sucesivos ciclos de oxidacién electroquimicas fueron comparados
posteriormente con los VC obtenidos con las soluciones post-remocion. Para
ello se seleccionaron dos de los ciclos de cada sustrato (ciclo 1y 3 de 2,4-DCF,

ciclo 1y 2 para fenol) (Figura 62).
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Figura 62: a) Voltamperogramas ciclicos entre potenciales de -0,2 y 1,2 V de
soluciones post-remocién obtenidas con ambos ECT, comparadas con dos ciclos

de oxidacion electroquimica de cada sustrato puro. A) 2,4-DCF; B) fenol

Como se observo en la figura 63, existe muy poca similitud al comparar
las curvas de oxidacion electroquimica de 2,4-DCF con las de las soluciones
post-remocion obtenidas con ECT N y Tab para dicho sustrato. Sin embargo,
las curvas de oxidacion de fenol se superpusieron con las obtenidas en los
voltamperogramas de las soluciones post-remocion.

Para evaluar si existirian cambios en los voltamperogramas a distintos
tiempos de reaccién se realizaron los mismos utilizando soluciones post-
remocién con 1, 24 y 48 h de incubacion. En la figura 63 se muestran los
voltamperogramas ciclicos obtenidos para 2,4-DCF, fenol y las soluciones post-

remocion de ambos ECT en distintos periodos de incubacion.
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Figura 63: Voltamperogramas ciclicos entre potenciales de -0,25 y 1,25 V de las
soluciones post-remocién de 2,4-DCF con 0,5 mM de H,O, con ECT de 1, 24 y 48
h de incubacién, A) PR Tab; B) PR N

Al analizar las soluciones PR Tab y N para 2,4-DCF se observo la
disminucién del pico correspondiente al sustrato puro (0,8 V), siendo dicha
sefal practicamente nula a las 24 y 48 h. Como se observé en experiencias
previas, esta desaparicion fue acompafiada con la aparicién de una cupla de
oxido-reduccion alrededor de los 0,3 V. Esta sefal también mostré una
tendencia a disminuir a medida que se incrementé el tiempo de incubacién de
las mezclas de reaccion con ambos ECT (figura ampliada).

Posteriormente se realizaron los voltamperogramas correspondientes a
las soluciones PR Tab y N de fenol en los distintos periodos de incubacion. Los

resultados se muestran en la figura 64.
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Figura 64: Voltamperogramas ciclicos entre potenciales de -0,25 y 1,25 V de la
solucién post-remocién de fenol con 1 mM de H,O, con ECT de 1, 24 y 48 h de
incubacion; A) PR Tab; B) PR N

El pico inicial a 0,86 V correspondiente al sustrato pudo observarse en las
distintas soluciones PR. Sin embargo, se produjo una disminucién de la sefial
del mismo a medida que se incremento el tiempo de incubacion de las mezclas
de reaccion con ambos ECT. Se pudo observar la presencia de un nuevo pico
en el voltamperograma a 0,4 V, el cual desaparecio entre las 24 y 48 h.

Los resultados indicaron la necesidad de realizar los voltamperogramas
de las reacciones de remocion a cortos tiempos de incubacién, y por otra parte,
observar con mayor detalle los cambios producidos en el mismo debido a la
aparicion de productos de la reaccion de remocion de los compuestos fendlicos
por las peroxidasas de ECT. Con este fin, se decidi6 analizar en particular la
zona en donde se registrarian los picos correspondientes a los productos,
realizando la VC en potenciales alrededor de 0,3 V. Debido a que el potencial
aplicado no es suficiente para realizar la oxidacion electroquimica de los
compuestos fenolicos, no se producirian los polimeros que pasivan la superficie
del electrodo, y de esta forma no es necesario realizar limpieza del electrodo

entre las determinaciones. En las figura 65 se muestran los cambios entre .0,2
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y 0,5 V de los voltamperogramas obtenidos en cortos periodos de incubacion

para las reacciones de remocién de 2,4-DCF con ECT Tab y N.

A 2,0x10°

0,0

| (A)

-2,0x107%
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I (A)

0,0

E (V)

Figura 65: Voltamperogramas ciclicos entre potenciales de -0,2 y 0,5 V de la
solucién post-remocion de 2,4-DCF a distintos tiempos de incubacién. A) PR Tab;
B) PRN

Se observé la aparicion de picos correspondientes a cuplas de oxido-
reduccion durante las reacciones de remocion, sin embargo los VC fueron
diferentes para ambos ECT. En la reaccion de ECT Tab con 2,4-DCF se
registr6 una sefial electroquimica, pero no fue posible identificar picos
correspondientes a cuplas de 6xido reduccion. En el caso de la reaccién de
ECT N con dicho contaminante se observaron varios picos entre 0,2 y 0,4 V
que variaron en intensidad durante el periodo estudiado, incrementando entre
los 5 a 30 minutos y luego descendiendo nuevamente hacia los 60 minutos.

Para los VC de fenol se seleccion6 un rango de -0,2 y 0,7 V que permite
realizar una ampliacién de la zona en donde aparecerian los productos, de

acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente (Figura 66).
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Figura 66: Voltamperogramas ciclicos entre potenciales de -0,2 y 0,7 V de la
solucién post-remocion de fenol a distintos tiempos de incubacion. A) PR Tab; B)
PR N

Durante la reaccion de remocién de fenol, con ambos ECT, se detect6 un
pico principal de oxidacion a 0,5 V con su correspondiente cupla a 0,4 V. La
intensidad de los mismos se incrementd constantemente en el periodo de 60
minutos.

Los resultados sugieren que durante la remocién por peroxidasas de 2,4-
DCF y fenol se obtienen productos intermediarios cuyas sefiales incrementan
durante la primera hora de reaccién, pero que posteriormente descienden,

tendiendo a desaparecer entre las 24 y 48 h.
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5. Discusion

5.1. Remediacion de compuestos fendlicos con ECT de raices

transformadas de tabaco y nabo

La intensa actividad antropoldgica, tanto agricola como industrial ha
determinado que, por descuido o por mal manejo, distintos productos
contaminantes sean liberados indiscriminadamente al medioambiente,
provocando dafios ecolégicos y a la salud humana. Esta problematica es global
y se acentla mas en los paises desarrollados, aunque es un problema
creciente en los paises en vias de desarrollo (www.unesco.org).

Entre estos contaminantes, encontramos al fenol y sus derivados
halogenados, los cuales son toéxicos y recalcitrantes encontrandose
ampliamente distribuidos en el medio ambiente. La contaminacién con estos
compuestos es un problema mundial, debido a que se los ha detectado en
suelo, aire y agua, lo que causa importantes dafios ecoldgicos. El agua, en
particular, es un recurso fundamental para la vida que se encuentra cada vez
mas limitado debido a su contaminacion.

En la actualidad la fito y bioremediacion se presentan como estrategias
atractivas para el tratamiento de distintos contaminantes del ambiente. Los
cultivos in vitro de raices transformadas de diferentes especies vegetales han
mostrado un gran potencial de aplicacion para eliminacion de contaminantes
fendlicos de medios acuosos. La remocién de estos compuestos ocurriria
mediante un proceso de oxidacion y polimerizacion catalizados por enzimas,
principalmente peroxidasas. En este sentido y con el objetivo de estudiar, en
esta tesis, alguna opcién alternativa a los métodos tradicionales que permita la
eliminacién de compuestos fendlicos de aguas contaminadas, se propuso
efectuar un estudio comparativo utilizando extractos totales de peroxidasas
(ECT) libres e inmovilizadas, obtenidas a partir de cultivos de raices
transformadas de tabaco (Tab) y nabo (N) para la eliminaciéon de 2,4-DCF y
fenol. Estos cultivos de raices transformadas fueron seleccionados por ser los
mejor caracterizados en nuestro laboratorio en relacion a las caracteristicas

bioquimicas de las peroxidasas de sus extractos y su implicancia en la
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remocion de 2,4-DCF y fenol (Agostini y col., 2003; Coniglio y col., 2008; Sosa-
Alderete y col., 2009).

Los ECT de raices transformadas de tabaco y nabo presentaron una
elevada actividad peroxidasa con valores superiores a 120x10° U/ml,
obteniéndose una mayor actividad para los ECT de nabo y presentaron, un
predominio de isoformas de peroxidasas bésicas, con pl iguales o superiores a
9,6. Las distintas isoformas detectadas en estos extractos serian responsables
de las diferencias de actividad peroxidasa encontradas.

Por otra parte, las peroxidasas presentes en los cultivos de raices
transformadas de las especies vegetales analizadas fueron altamente
eficientes en la remocién de 2,4-DCF, que se produjo en una hora de reaccion.
En el caso de fenol, se obtuvieron eficiencias de aproximadamente 50%, con
periodos de incubacion de la mezcla de reaccidén de 24 h con ambos ECT. Sin
embargo, las enzimas se inactivarian durante el proceso, ya que pudo
detectarse muy baja actividad peroxidasa post-remocion.

Algunos autores proponen el agregado de PEG, solventes, detergentes, u
otros aditivos para lograr incrementos en la actividad y eficiencia de remocién
de compuestos fendlicos, con peroxidasas obtenidas a partir de rabano picante,
soja y nabo (Wu y col., 1993; Ghioureliotis y Nicell 1999; Bratkovskaja y col.,
2004; Quintanilla—Guerrero y col., 2008; Feng y col., 2013). Por lo tanto, se
estudio el efecto del agregado de PEG-3350 al medio de reaccion, el cual
tendria una accién protectora sobre las mismas. El efecto de este aditivo se
pudo evidenciar con un incremento en la eficiencia de remocion de fenol y 2,4-
DCF, acompafiado por un aumento en la actividad peroxidasa residual
detectada, principalmente en el caso de ECT Tab. Nuestros resultados
mostraron que el agregado de PEG-3350 al medio de reaccion permitid
incrementar el porcentaje de actividad peroxidasa en las soluciones post-
remocién, tanto de fenol como de 2,4-DCF y con ambos ECT, lo que indicaria
qgue los incrementos en las eficiencias observados se deberian el efecto
protector del polimero.

El incremento sobre la eficiencia de remocion de 2,4-DCF y fenol
producido por el agregado de PEG-3350 coincide con lo observado en trabajos
previos de nuestro laboratorio y también ha sido descripto por otros autores, al

remover fenoles con peroxidasas de diferentes origenes (Bratkosvkaja y col.,
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2004; Gonzalez y col.,, 2008; Husain y col.,, 2009). De acuerdo a los
antecedentes bibliograficos, los efectos de PEG pueden ser variables. De
hecho, Bbdalo y col. (2006), detectaron que el PEG incrementa la eficiencia de
remocion de fenol al utilizar la isoenzima comercial obtenida a partir de raices
de rabano picante (HRP) pero no en la isoenzima comercial de soja (SBP). Por
otra parte, Gonzélez y col. (2008), no observaron modificaciones en la
eficiencia de remociéon de 2,4-DCF, ni mayor actividad peroxidasa post-
remocion, utilizando ECT derivados de raices transformadas de tomate.

En nuestro trabajo, el efecto del aditivo indicaria ser de mayor relevancia
en la remocién de fenol que de 2,4-DCF, ya que incrementd en un 20% la
eficiencia del proceso, tanto para peroxidasas de ECT Tab y N durante la
primera hora de reaccion y permitio obtener eficiencias de hasta 78 y 72%
respectivamente luego de 24 h. Este compuesto protegeria efectivamente a las
peroxidasas de la inactivacion durante la remocion de fenol y 2,4-DCF,
permitiendo la recuperacion de mayor actividad enzimética después del
proceso en comparacion con los controles sin polimero. De acuerdo al modelo
descripto por Wu y colaboradores (1998) el PEG tendria mayor afinidad de
particion por los productos de reaccidon que por la peroxidasa que cataliza la
reaccion, de esta forma disminuiria la interaccion de los productos de reaccion
con la peroxidasa, reduciendo la inactivacion. Sin embargo, recientemente Mao
y colaboradores (2013) han presentado las primeras evidencias que indican
que mediante el agregado de PEG-3350 se protegeria efectivamente al sitio
activo de las peroxidasas, impidiendo la destruccion del grupo hemo vy la
liberacion del atomo de Fe del sitio activo, disminuyendo de esta forma la
inactivaciéon de las enzimas. Por lo tanto, el agregado de PEG, empleado como
agente protector de enzimas, podria reducir la inactivacion de las mismas

durante la reaccion de remocion de fenol y 2,4-DCF.

5.2. Efecto de aditivos en laremociéon de compuestos fendlicos

5.2.1. Efectos de solventes y detergentes
En los diferentes efluentes que se liberan y que contienen compuestos
fendlicos pueden eliminarse en forma conjunta otras sustancias, como sales,

solventes, detergentes o ciertos surfactantes. Los efectos de estos aditivos han
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sido estudiados a nivel bioquimico y algunos podrian considerarse como
agentes activadores y/o protectores de peroxidasas, ya que evitarian la
adhesion del producto de la reaccion al sitio activo de la misma, durante su
aplicacion en bioprocesos, o inhibidores y/o inactivadores de las mismas,
produciendo alteraciones en el sitio activo (Nazari y col., 2005; Kulys y Ivanec-
Goranina, 2009).

En este trabajo, se evalu6 el efecto del solvente organico
dimetilformamida (DMF) y del detergente dodecil sulfato sddico (SDS) en el
proceso de remocion de 2,4-DCF y fenol por peroxidasas de ECT de tabaco y
nabo. El agregado de estos compuestos al medio de reaccién disminuyé la
eficiencia de remocion de ambos contaminantes. Ademas, aunque no se
produjeron cambios en la eficiencia de remocion de 2,4-DCF en presencia del
detergente anidénico SDS, se observé una importante disminuciéon en la
eficiencia de remocion de fenol con ambos ECT, tanto en 1 hora como en 24 h
de incubacién. Esta disminucion en la eficiencia no se correlacion6 con pérdida
de la actividad enzimética luego de la reaccion de remocion. Por lo tanto, estos
aditivos podrian interferir con el mecanismo de accién de las enzimas,
actuando posiblemente como inhibidores, disminuyendo la velocidad de
transformacién del sustrato (fenol o 2,4-DCF). Esto se veria reflejado en la
mayor recuperacion de actividad peroxidasa en las soluciones post-remocién
como se detectd en la mayoria de los medios con aditivos, comparados con el
control.

Los mecanismos por los cuales cada uno de los aditivos afecta a la
actividad de estas enzimas son diferentes. Por ejemplo, los solventes organicos
incrementan la solubilidad de los sustratos y productos, facilitando la obtencién
de polimeros de alto peso molecular, a la vez que permiten separar el polimero
de la enzima, evitando el bloqueo del sitio activo, sin generar modificaciones en
el sitio activo de la misma (Lu y col., 1997; Santucci y col., 2002; Kobayashi e
Higashimura, 2003). Las concentraciones de estos aditivos serian el principal
factor determinante de sus efectos sobre las enzimas. Por ejemplo, la
presencia de DMF en concentraciones menores al 20 % v/v no afectaria o
tendria efectos protectores sobre las peroxidasas, mientras que a
concentraciones mayores al 20% v/v este solvente podria interferir con su

actividad o producir desnaturalizacién (Fatima y col., 2007). En este contexto,
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Santucci y colaboradores (2002), han observado que la estructura de HRP no
se ve afectada con concentraciones de hasta 60% v/v de otro solvente
organico, el dimetilsulfoxido, pero cuando dicha concentracion es mayor al 70%
v/v se produce desnaturalizacion. Esto se debe a que varios solventes pueden
modificar las propiedades fisicoquimicas de las enzimas. Dichos efectos son
generalmente atribuidos a alteraciones producidas por interacciones no
covalentes con la proteina, incluyendo solvatacion de grupos ionicos o dipolos.
Estas alteraciones pueden resultar en la modificacién de la estructura terciaria
de la proteina y producir la desnaturalizacion (Lu y col., 1997).

Por su parte, los detergentes como Triton-X, SDS o polisorbato 20 (Tween
20) podrian tener un efecto protector, incrementando la eficiencia del proceso,
incluso se podria generar una inmovilizacion reversible de la enzima con su
propio precipitado, permitiendo su reactivacion y reutilizaciéon (Kulys y Ivanec-
Goranina, 2009; Feng y col., 2013; Thomas, 2013). Fatima y colaboradores
(2007) obtuvieron un incremento de hasta el 790% en la actividad de
peroxidasa de Momordica charantia con concentraciones de SDS entre 0,1 y
0,3 % p/v. Sin embargo, el mismo grupo de investigadores observo que con
HRP, no se obtuvo incremento de actividad e incluso a concentraciones
mayores a 0,3 % P/V se detectd inhibicién de la misma. Por otra parte, Nazari y
colaboradores, (2005b) indican que el SDS produce un efecto negativo sobre
HRP, mediante inactivacién de la enzima, lo cual ocurre independientemente
de otros mecanismos, como son la inactivacion por H,O, o por los productos de
la reaccion.

Es importante considerar que, en general, los estudios de los efectos de
solventes, detergentes o metales sobre las peroxidasas se efectian realizando
una pre-incubacion y posterior determinacion de actividad mediante técnicas
espectrofotométricas. Estos procedimientos son diferentes a los utilizados en
nuestro trabajo, ya que para observar los efectos en la remocién de fenol y 2,4-
DCF, con los distintos compuestos, el contacto del aditivo con la enzima se
genero directamente en el medio de reaccion. De acuerdo a lo anterior, tanto el
SDS como el DMF interferirian en la reaccion de remocion de ambos
compuestos fendlicos, disminuyendo la eficiencia de las peroxidasas de ECT

Tab y N para removerlos.

122



Discusion

5.2.2. Efecto de iones

Dentro de la estructura molecular de las peroxidasas se encuentran dos
sitios de unién a Ca*?, que son importantes en la estabilidad de la enzima. Los
cationes bivalentes de algunos metales de transicion, pueden interferir con estos
sitios de unidn, e incluso interactuar con las cargas negativas de la enzima,
alterando su estructura, estabilidad y actividad.

De acuerdo a nuestros resultados, la presencia de iones de bicarbonato y
Ni*? interfieren en la reaccién de remocién de compuestos fendlicos catalizada
por las peroxidasas de nabo y tabaco durante la primer hora de tratamiento,
disminuyendo su eficiencia. Sin embargo, al extender el tiempo de reaccién a
24 h dichas eficiencias incrementaron, alcanzando, en general, a las obtenidas
en los controles sin aditivos.

Se ha descripto que el catién Ni*? en bajas concentraciones (menores a 5
mM) estabilizaria a HRP, evitaria la inactivacion suicida de la enzima con H,0, y
produciria incremento en la actividad de dicha enzima. Sin embargo, el efecto
cambiaria de acuerdo a la concentracion del cation metalico, produciendo
cambios reversibles en la estructura de las enzimas con concentraciones
mayores a 5 mM, debido a la unién electrostatica de los cationes a los sitios con
carga negativa de la enzima y la repulsion que se genera por el exceso de
cargas positivas (Mahomoudi y col., 2003; Nazari y col., 2005a).

El efecto del catién Cu™ puede explicarse de forma similar al Ni*?, sin
embargo, solo se observo disminucion de la eficiencia de remocién de fenol y
2,4-DCF al utilizar ECT N. Ademas, en las condiciones utilizadas en este trabajo
se pudo observar que este catibn produjo un incremento en la actividad
peroxidasa post-remocién. Esto podria deberse a que el Cu* tiene un alto
potencial de union a peroxidasas, tanto en la parte proteica como en el grupo
hemo y genera cambios estructurales aun en concentraciones muy bajas (0,37
mM) (Mahomoudi y col., 2003; Lan y col., 2007).

Los efectos de Ni*?, Cu* al igual que el de otros cationes metalicos, entre
ellos V*2, Mn*?, Co™ Fe*? o Cd*™ han sido estudiados por distintos grupos de
investigacion, observandose que en general, todos tienen potencial de unién a
las peroxidasas y generarian dos tipos de efectos, uno positivo
(estimulador/activador) y otro negativo, mediante inhibicién (pudiendo actuar

como inhibidores competitivos, no competitivos o mixtos) y/o desnaturalizacién
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(Serra y col., 1992; Mahomoudi y col., 2003; Keyhani y col., 2003, Nazari y col.,
2005a; Asgher y col., 2012). Por otra parte, los posibles efectos generados por
estos cationes no solo dependen de la concentracion, sino que también es muy
importante el tiempo de incubacion o de la exposicion de la enzima (Keyhani y
col., 2003).

Es sustancial considerar que estos aditivos pueden estar presentes en
aguas contaminadas o efluentes industriales en concentraciones muy variables
por lo que estos estudios deberian realizarse en funcion de las caracteristicas
del efluente o soluciébn contaminada que contenga fenoles, entre otros
compuestos. El agregado de algunos agentes protectores, asi como la
inmovilizacion enzimatica, podrian evitar los efectos negativos de solventes,
detergentes o iones sobre la eficiencia de las peroxidasas durante los procesos

de remocion en medios con mas de un tipo de contaminante.

5.3. Ensayos de remocion de 2,4-DCF y fenol con enzimas inmovilizadas

La inmovilizacion de las peroxidasas de los ECT se efectué mediante el
empleo de dos soportes, la resina de intercambio catiénico carboximetil
sephadex (CMS) y la encapsulacién en alginato de calcio. De acuerdo a los
resultados, con el primero de los soportes, se inmovilizé efectivamente un 28-
29% de las peroxidasas de ECT Tab y N, las cuales corresponderian a la
fraccibn de peroxidasas cationicas presentes en ambos ECT. Por su parte,
mediante la encapsulacion en alginato de calcio se inmovilizé el total de las
enzimas contenidas en los ECT, pudiendo incorporarse el aditivo PEG-3350 a
las mismas.

Las peroxidasas inmovilizadas mantuvieron su actividad catalitica. Sin
embargo, al determinar los parametros cinéticos Kma, y Vmaxap, utilizando
guayacol como sustrato, se observaron diferencias entre los valores obtenidos
con las enzimas libres o inmovilizadas con CMS. Los Kmg, de las peroxidasas
inmovilizadas fueron mayores a los obtenidos con las enzimas libres, indicando
una disminucion en la afinidad de las enzimas por el sustrato. Por su parte, se
registr6 una disminucion en el valor de Vmax,,. Estas variaciones en los
parametros cinéticos de las peroxidasas luego de la inmovilizacion coinciden
con lo observado por distintos autores. Por ejemplo, Fernandes vy

colaboradores (2004) observaron una disminucion de los parametros Km 5, y
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Vmax ,, de HRP inmovilizada en polianilina con respecto a la enzima libre. El
mismo efecto fue observado por Asgher y colaboradores (2012) al inmovilizar
una lignina peroxidasa en una matriz de xerogel. Por su parte, Bayramoglu y
colaboradores (2011), inmovilizaron covalentemente una cloroperoxidasa en
membranas de un polimero hidrofilico, registrando mayores Kmg, y menores
Vmaxa, en relacion a la enzima libre.

Las peroxidasas de ECT Tab y N inmovilizadas en CMS y alginato de
calcio fueron utilizadas para la remocién de 2,4-DCF (25 mg/l) y fenol (10 mg/l).

La mayor parte de la remocion de 2,4-DCF ocurrié durante la primera
hora de reaccion. Las enzimas inmovilizadas en CMS alcanzaron las
eficiencias mas elevadas en corto tiempo, con un incremento del 15% de
eficiencia respecto a las enzimas libres. Sin embargo, luego de 24 h de
incubacion los dos sistemas de inmovilizacion utilizados alcanzaron similares
eficiencias, que fueron superiores a las de las enzimas libres. La presencia de
PEG en el interior de las cédpsulas no produjo efectos en la remocion de 2,4-
DCF.

Debido que para obtener elevadas eficiencias de remocién de fenol se
necesitan periodos de incubacién mas prolongados se realizé la experiencia
determinando dichas eficiencias luego de 24 y 48 h de reaccién. Se encontré
mayor eficiencia de remocién con enzimas inmovilizadas en CMS, para ambos
tiempos estudiados. Las enzimas inmovilizadas en alginato de calcio con PEG-
3350 también removieron eficientemente al contaminante, principalmente luego
de 48 h.

Un efecto similar ha sido observado por Akhtar y Husain (2006) con una
peroxidasa de Momordica charanthia inmovilizada en una resina (Sephadex-G
50). En dicho estudio, se obtuvo una eficiencia de remocion de 2,4-DCF (1mM)
de 58% comparada con el 44% obtenida por la peroxidasa no inmovilizada, lo
que se repiti6 con fenol y otros compuestos fendlicos. Otros autores han
utilizado resinas para inmovilizar peroxidasas de tomate, nabo o rdbano blanco,
obteniendo eficiencias entre 50 y 90% para la remocion de distintos colorantes
(Husain y Ulber, 2011).

Si bien la aplicacion de enzimas inmovilizadas en capsulas de alginato
de calcio es un proceso mas lento para la eliminacion del contaminante, tendria

como ventajas la posibilidad de recuperar y reutilizar facilmente las capsulas
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ademas de ofrecer la oportunidad de inmovilizar las enzimas, en conjunto, con
agentes protectores, con la finalidad de aumentar su vida media y la eficiencia
del sistema (Trivedi y col., 2006; Quintanilla-Guerrero y col. 2008; Matto y
Husain, 2009a; 2009b; Alemzadeh y Nejati, 2009). El incremento en la
eficiencia de remocién de fenol observado mediante el agregado de PEG a los
ECT N inmovilizados en alginato de calcio concuerda con resultados de
Quintanilla-Guerrero, y colaboradores (2008), que utilizaron peroxidasas de
tubérculos de nabo inmovilizadas en el mismo soporte.

Asimismo, Alemzadeh y Nejati (2009) obtuvieron elevadas eficiencias de
remocion de fenol, luego de 3 horas de reacciébn con HRP inmovilizada en
alginato de calcio. Sin embargo, la eficiencia de la enzima inmovilizada fue
menor a la misma en estado libre. Por otra parte, Trivedi y colaboradores
(2006) utilizando un sistema de recirculacion en columnas, rellenas con
capsulas de alginato de calcio conteniendo SBP, lograron la remocién de una
solucion 1 mM (94,11 mg/l) de fenol con una eficiencia del 54%, mientras que
otros autores han logrado eficiencias entre 90 y 99% de remocién de fenol y
otros compuestos fendlicos utilizando alginato de calcio como soporte para
HRP y peroxidasas de nabo (Husain y Ulber, 2011).

El oscurecimiento de las cédpsulas de alginato durante la remocion de
ambos compuestos fendlicos podria deberse a la presencia de productos de
reaccion adsorbidos o contenidos en el interior de la misma. Este resultado es
de particular interés, debido a que se podria lograr la eliminacion conjunta del
contaminante y de los polimeros formados durante su oxidacion.

En resumen, las elevadas eficiencias de remocion obtenidas con
peroxidasas de ECT de raices transformadas de tabaco y nabo inmovilizadas
sobre resinas de intercambio cationico o en capsulas de alginato de calcio
(hasta 90%) indicarian que dichas enzimas mantendrian sus caracteristicas
estructurales y propiedades cataliticas, siendo la inmovilizacion una estrategia

adecuada para optimizar el proceso.

5.4. Evaluacién de la toxicidad de soluciones de 2,4-DCF, fenol y post-
remocion
Numerosos antecedentes bibliograficos demuestran que es necesario

utilizar ensayos de toxicidad que involucren diferentes organismos, en lo
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posible que correspondan a distintos niveles troficos, para obtener resultados
complementarios que permitan una mejor estimacion del impacto ambiental. En
este sentido, en el presente trabajo se evalud la toxicidad de los contaminantes
y sus correspondientes soluciones tratadas con ECT de raices transformadas
de tabaco y nabo mediante el uso de anfibios (R. arenarum), roedores (ratones

Balb-C) y plantas (L. sativa).

5.4.1. Toxicidad de 2,4-DCF y fenol

Nuestros resultados muestran que los efectos téxicos del 2,4-DCF
variaron notablemente de acuerdo al organismo en estudio. Mientras que la
solucién conteniendo 25 mg/l de 2,4-DCF produjo efectos subletales en la
germinacién de semillas de L. sativa, esta misma concentracion causé un
100% de mortalidad en larvas de R. arenarum en E 25 registrandose una CLsg
de 5,4 mg/l. Ademas, la ingestién de soluciones conteniendo 25 mg/l de 2,4-
DCF produjo un incremento en la cantidad de micronucleos en eritrocitos de
médula 6sea de murinos. Esto indicaria la ocurrencia de efectos clastogénicos
sobre dichas células producidos por 2,4-DCF al ser incorporado al metabolismo
del animal. Este resultado es consistente con los obtenidos en estudios previos
de nuestro laboratorio, en los cuales, utilizando el test de Allium cepa, se ha
demostrado que soluciones conteniendo 25 mg/l de este compuesto generan,
una intensa necrosis en las raices, produciendo, a menores concentraciones,
un incremento en el indice de aberraciones cromosdmicas en las células
mitoticas de meristemas radicales (Angelini, 2010).

Por su parte, los efectos ecotoxicolégicos del fenol son variables y no solo
dependen de la concentracion sino del organismo evaluado. En este trabajo, se
han observado efectos teratogénicos sobre embriones de R. arenarum en
estadios tempranos de desarrollo expuestos a soluciones conteniendo 1 y10
mg/l de fenol. Estos resultados indican la posibilidad de que ocurran efectos
citotoxicos y genotdxicos a muy bajas concentraciones de este contaminante, y
estan de acuerdo con lo descripto para otros organismos eucariotas, en donde
se ha reportado que soluciones de 10 mg/l de fenol causan una leve
disminucién del indice mitético acompafado de un incremento de aberraciones
cromosomicas en células de meristema radical de A. cepa (Gonzalez y col.,

2012). Sin embargo, dicha concentracién del compuesto no generd efectos
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téxicos segun el test de toxicidad aguda con L. sativa, o con larvas R. arenarum
en E 25, Vibrio fischeri y Selenastrum capricornutum (Chen y Lin, 2006; Paisio
y col., 2009; Maglione, 2010; Saylor y col., 2013).

En general, la toxicidad del 2,4-DCF es mayor a la reportada para el fenol,
mediante el empleo de diferentes ensayos biologicos. Las CE o CLsy de 2,4-
DCF se encuentran en un rango de 2 a 51 mg/l (Saylor y col., 2013; Talano y
col., 2012; Angelini y col., 2014), mientras que las de fenol se encuentran entre
20 a 318,4 mg/l, habiéndose reportado efectos toxicos sobre distintos
organismos en concentraciones desde 0,04 mg/l (Paisio y col., 2009; 2010;
Gonzalez y col. 2012; Paisio, 2013 y citas contenidas en este trabajo; Saylor y
col., 2013). Este andlisis permite comprender la importancia de una correcta
seleccién del test de toxicidad a aplicar, considerando no solamente la
composicién gquimica de las soluciones a evaluar sino también la sensibilidad

de los organismos involucrados en cada uno de los distintos ensayos.

5.4.2. Toxicidad del peroxido de hidrégeno

Este compuesto esta relacionado a la respuesta natural al estrés de las
células de organismos aerdbicos. Forma parte de las especies reactivas del
oxigeno (EROSs), las cuales son producidas constantemente en los organismos
vivos durante su normal metabolismo, regulando fisiol6gicamente diversas
funciones celulares. Sin embargo, ante la presencia de contaminantes o exceso
de EROs se genera un estrés oxidativo, el cual modifica la homeostasis redox y
causa dafios celulares e induce a la apoptosis. Esto ocurre porque, si bien las
células poseen un sistema antioxidante, el cual se activa como respuesta a la
presencia de EROs, muchas veces no es suficiente para contrarrestar la
presencia de excesos de estos compuestos. Debido a esto, numerosos
organismos son suceptibles a la presencia de H,O, en el medio ambiente.
Estos mecanismos han sido descriptos en plantas (Gill y Tuteja, 2010).

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la solucién
conteniendo 0,5 mM de H,O, no produjo efectos tdéxicos agudos sobre larvas
de R. arenarum en E 25 o sobre la germinacién y desarrollo de L. sativa. Sin
embargo, esta solucion genero efectos toxicos y teratogénicos en embriones de
R. arenarum expuestos a la misma desde los primeros estadios embrionarios,

produciendo un 5% de mortalidad y un 25% de anormalidades en el desarrollo.
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Este dato es de particular importancia, dado que este compuesto esta presente
en los medios de remocion de los compuestos fendlicos (2,4-DCF y fenol) vy,
aunque es utilizado durante la reaccion, puede quedar un remanente de H,O,
en las soluciones PR. En general, en las soluciones PR de 2,4-DCF el H,0,
residual es muy bajo (concentraciones entre 1 y 2 mM), sin embargo, las
soluciones PR de fenol pueden presentar concentraciones mayores de este
compuesto, ya que la concentracioén inicial del mismo en el medio de remocién
es de 1 mM. Por lo tanto, la presencia de H,O; residual en las soluciones PR
podria contribuir a incrementar la toxicidad de las mismas.

Al respecto, se ha descripto que los organismos de vida acuética, tales
como los embriones y larvas de los anfibios, son altamente sensibles al estrés
oxidativo. En los mismos, la transmision de sefiales en el sistema nervioso
central, asi como la union del ligando a los receptores de membrana, el
acoplamiento de receptores a proteinas y enzimas efectoras pueden verse muy
afectados por el estrés oxidativo (Stokert y Herkovits, 2003; Mussi y Calcaterra,
2010).

Ademas, se conoce que el H,O, es toxico para las algas marinas (CLsg
0,025 mM), para Daphnia magna (CEso 0,22 mM), para el salmén Coho (CLsg
0,29 mM) para bacterias (CEso 0,88 mM) y larvas en E 25 de R. arenarum (CLsg
0,98 mM) (Meinertz y col., 2008; Maglione, 2010 y citas contenidas en este
trabajo; Paisio y col., 2010). Como se puede observar, la toxicidad del H,O, es
variable, dependiendo de la concentracién y el organismo de prueba, como
también fue observado en este trabajo, de ahi la importancia de su

determinacién para cada sistema experimental.

5.4.3. Toxicidad de las soluciones post-remocion de 2,4-DCF

Una vez conocida la toxicidad de los compuestos utilizados para la
remocién, como asi también la de los propios contaminantes, fue necesario
evaluar la toxicidad de las soluciones PR obtenidas luego del tratamiento con
las peroxidasas de los ECT, tanto libres como inmovilizados. Asi, teniendo en
cuenta que como consecuencia de las reacciones de remocion se forma una
mezcla compleja de intermediarios solubles y que existen dificultades para su
identificacion, resultd de gran interés realizar diferentes test de toxicidad para

confirmar o no el efecto “detoxificante”.
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Los resultados obtenidos mediante el test de toxicidad aguda de R.
arenarum demostraron que luego de la remocion de 2,4-DCF con peroxidasas
de raices transformadas de tabaco y nabo se registraria una elevada toxicidad,
gue afectaria la sobrevida de renacuajos en E 25.

Como estrategia biotecnoldgica viable para reducir la toxicidad se realizé
la inmovilizacion de los ECT en cépsulas de alginato de calcio y en la resina
CMS. La inmovilizacion en capsulas alginato de calcio permitié disminuir la
toxicidad con respecto a la obtenida con los ECT libres, lo que podria atribuirse
a la adsorcion de los sustratos y productos de la reaccion sobre la matriz de
alginato. Sin embargo, no se registr6 el mismo efecto con los ECT
inmovilizados en CMS, por lo que se puede estimar que el/los producto/s
toxico/s permanecerian soluble en estas soluciones.

La toxicidad observada de las soluciones PR podria deberse a los
productos formados en la reaccion de remocion, o a efectos sinérgicos entre
los remanentes de los sustratos y los productos de reaccion. Esto ha sido
descripto por otros autores, que indican que los efectos de mezclas de
compuestos pueden afectar de diferentes formas a las larvas de R. arenarum.
Por ejemplo, se ha reportado que mezclas de metales y metaloides o de
agroquimicos incrementan sinérgicamente la toxicidad para estas larvas en
relacion a la toxicidad de cada noxa por separado (Brodeur y col., 2009; 2014).
También, se ha descripto que presencia de Cu o éster butilico incrementan la
toxicidad del herbicida 2,4-D (Perez Coll y Herkovits, 2006). En general, estos
efectos toxicos sobre distintos organismos pueden depender de la naturaleza
quimica y de los mecanismos de accion de los compuestos presentes en una
mezcla (Lydy y col., 2004).

Los resultados obtenidos mediante el test de toxicidad utilizando ratones
brindaron una interesante informacion sobre los efectos del consumo de 2,4-
DCF y las soluciones PR en estos animales. Los volumenes de solucion de 2,4-
DCF o PR consumidos por los ratones sometidos al tratamiento fueron
menores a los volumenes de agua consumidos por los ratones controles. El
menor consumo de 2,4-DCF coincide con lo observado con otros autores que
administraron soluciones de 2,4-DCF por via oral a ratones CD1 (Borzelleca y
col., 1985) o que incorporaron este compuesto en el alimento de ratas Wistar-

Hannover (Aoyama y col., 2005). Esto podria ser atribuido a una menor
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palatabilidad por parte de los ratones, o bien al propio efecto toxico que llevo a
que dichos animales consumieran menores volimenes de las soluciones.

Ademas de la reduccién de los volumenes de ingesta de 2,4-DCF se
observaron signos de toxicidad hepatica en los ratones, ya que se detectaron
alteraciones en el funcionalismo de las células hepaticas, que podrian ser
indicativas de dafio hepato-celular. En general, en los ratones machos se
observdé mayor efecto del contaminante sobre las células hepaticas que en
hembras, detectandose mayores niveles seéricos de glutamico piravico
transaminasa (GPT). De esta manera, el consumo diario de soluciones
conteniendo 4 mg/l de 2,4-DCF en ratones hembras fue suficiente para
incrementar un 52% los niveles de GPT en el suero murino, mientras que en
machos, se registraron incrementos de hasta un 145% en dicha actividad
enzimatica.

Cuando se administré a los ratones las soluciones PR obtenidas con ECT
N, se observaron incrementos en los niveles de GPT del 52% en hembras y de
113% en machos, comparados con los controles (ingesta de agua). Por su
parte, en ratones hembras y machos tratados con la solucién obtenida con ECT
Tab, se observo un incremento de alrededor del 54% de los niveles de GPT.
Los efectos hepatotoxicos observados en este estudio fueron mayores en
ratones machos que en hembras, posiblemente debido a que los primeros
consumieron mayores volumenes de las soluciones evaluadas, y por lo tanto
los efectos generados por los componentes de las soluciones (2,4-DCF, o la
mezcla obtenida en las soluciones PR) fueron mayores que en los ratones
hembras.

Por otra parte se realizaron estudios histopatologicos de las muestras de
higado de los animales, los cuales no mostraron alteraciones que evidencien
efectos citotéxicos en ninguno de los animales correspondientes a cada
tratamiento, aunque no se puede descartar que esto ocurra ante una
exposiciéon crénica, es decir, si se prolongara el experimento en el tiempo.
Estos resultados tienen un particular interés ya que el higado, en los
mamiferos, cumple un rol preponderante en los procesos de detoxificacion de
xenobidticos, sin embargo, varios de estos compuestos pueden producir

alteraciones anatomo-fisioldgicas.
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En las condiciones de trabajo utilizadas en nuestros experimentos, no se
observaron alteraciones relevantes en el funcionalismo renal luego del
tratamiento con 2,4-DCF o las soluciones PR, ya que los niveles de urea y
creatinina en suero no presentaron diferencias estadisticamente significativas
con sus respectivos controles. Esto indicaria que el metabolismo hepéatico seria
efectivo y los productos de dicho metabolismo, que se eliminan por orina, no
serian toxicos.

En los ratones también se evalud la frecuencia de micronucleos en
eritrocitos policromaticos, ya que éste es un indice muy sensible de dafio
cromosomico y fue utilizado para estudiar la genotoxicidad de las soluciones de
interés.

Luego de la remocion de 25 mg/l de 2,4-DCF con ECT N no se registro
disminucién de la toxicidad, observandose un incremento del numero de
micronucleos en eritrocitos de meédula 6sea del fémur de estos ratones
comparados con los obtenidos en ratones del control, lo que indicaria la
presencia de efectos clastogénicos. La solucidon PR obtenida con ECT Tab
presentd menor genotoxicidad que las soluciones de 2,4-DCF (25 mgl/l),
observandose menor cantidad de micronucleos en los eritrocitos.

Por el contrario, se detectd una disminucién de la genotoxicidad de las
soluciones de 2,4-DCF tratadas con ECT Tab, lo cual coincide con resultados
obtenidos mediante el ensayo de A. cepa, en donde se pudo observar una
disminucién significativa de la toxicidad macroscopica (signos de necrosis
tisular) y citotoxicidad presentando también menores efectos genotdxicos
(Angelini, 2010).

Al igual que lo observado con PR N, otros autores han demostrado
efectos genotdxicos sobre eritrocitos murinos luego de administrar efluentes
conteniendo compuestos fenolicos a los animales, por via oral (Zhu y col.,
2013). Estos efectos han sido relacionados a la formacién de radicales libres y
qguinonas, a partir de los compuestos fendlicos, y a la induccion de EROs en las
células sanguineas, lo que causa estrés oxidativo y toxicidad. Se ha reportado
que los radicales libres juegan un rol critico en la induccion del dafio genético.
Actuarian reaccionando con los lipidos de las membranas, produciendo
peroxidacién lipidica y causarian dafios al ADN mediante la oxidacion de las

bases nitrogenadas y por unién covalente de los peréxidos lipidicos con el ADN
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(Mattagajasing y col., 2008; Zhu y col., 2013). En este sentido, la presencia de
remanentes de los compuestos fendlicos y de H,O, podrian generar un estrés
oxidativo adicional al producido por los productos de remocion (que de acuerdo
al mecanismo de accion de las peroxidasas incluyen la formacion de radicales
libres), y de esta forma tendrian un rol importante en la toxicidad registrada en
nuestro trabajo con las soluciones PR. Ademas, se ha descripto que estos
radicales pueden causar también alteraciones en el tejido hepético (lo cual es
coincidente con nuestros resultados) y en el sistema nervioso de los animales
(Liy col., 2004; Dai y col., 2005).

La toxicidad de las soluciones PR fue evaluada también mediante la
aplicacion del test de L. sativa, utilizando un modelo vegetal. Las semillas de L.
sativa germinadas en presencia de soluciones PR obtenidas con ambos ECT
mostraron una disminucion de los efectos toxicos con respecto a la solucién de
2,4-DCF inicial (sin tratar). Sin embargo, en ambos casos las plantulas
presentaron radiculas de menor longitud comparadas con las radiculas de
aguellas plantulas crecidas en agua. Los efectos subletales de las soluciones
PR obtenidos con ECT N fueron mas importantes que con ECT Tab.

De acuerdo a resultados de estudios previos, soluciones de H,O, (0,5
mM) no causan efectos en el desarrollo de las plantulas de L. sativa (Maglione,
2010; Angelini y col., 2014). Los efectos de este compuesto empiezan a ser
evidentes a concentraciones de 1 y 5 mM, en donde producen efectos
inhibitorios sobre radiculas e hipocotilos (Angelini y col., 2011). En el caso de
2,4-DCF, la CMNE fue de 10 mg/l (Angelini y col.,, 2011), por lo tanto,
soluciones de concentraciones menores a la misma tampoco producen efectos
subletales sobre el desarrollo de las plantulas. Debido a esto, no se puede
atribuir la toxicidad de las soluciones PR a los remanentes de los sustratos por
separado (ya que la concentracion de este compuesto fue alrededor de 4 mg/l),
pero podria estar ocurriendo un efecto sinérgico entre los mismos, que podria

incluir también a los productos de oxidacién de 2,4-DCF.

5.4.4. Evaluacién de toxicidad de las soluciones post-remocion de fenol
La toxicidad de las soluciones PR de fenol fue evaluada mediante el test
de teratogénesis en embriones. Este test sub-cronico de corta duracion (96 h)

utiliza a los embriones de R. arenarum durante los primeros estadios de
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desarrollo, comenzando la exposicion desde blastdomeros, permitiendo observar
alteraciones en el desarrollo de los mismos. Mediante el empleo de este test se
pudieron observar efectos téxicos de las soluciones de fenol (1 y 10 mg/l), H.O,
(0,5 mM) y soluciones PR obtenidas con los ECT libres e inmovilizados en
alginato de calcio y CMS.

En general, se registré en los tratamientos una baja mortalidad, variando
la misma alrededor del 6 % para las soluciones de H,0,, fenol (1 mg/l) y PR,
superando el 11 % cuando los embriones se desarrollaron en la solucién
conteniendo 10 mg/l de fenol.

Al analizar los porcentajes de anormalidades presentadas por los
embriones desarrollados en las soluciones de fenol y H,O, se observaron
efectos teratogénicos, presentando 16 y 25% de larvas malformadas
respectivamente. Las soluciones PR produjeron entre 17 y 30% de
malformaciones, valores que resultaron comparables a los obtenidos con los
sustratos puros.

Las soluciones PR obtenidas con ECT libres presentaron mayor toxicidad
que las soluciones obtenidas con enzimas inmovilizadas, siendo estas
diferencias significativas para ECT Tab-Alg y ECT N-CMS. Considerando que
las eficiencias de remocion de fenol (10 mg/l) por las enzimas de los ECT libres
fue de 50-54% es necesario considerar que estas soluciones contenian
aproximadamente 5 mg/l del contaminante y presentaron concentraciones no
determinadas de H,O,. Por su parte, la eficiencia de remocion registrada con
los ECT inmovilizados en alginato de calcio o CMS fue de 66-68 %, lo que
significa que el remanente de fenol en estas soluciones seria de
aproximadamente 3 mg/l. La menor toxicidad registrada en los PR obtenidos
con las enzimas inmovilizadas podria deberse también a la adsorcién de los
sustratos remanentes y/o productos de remocion sobre los soportes de
inmovilizacién. Dicho efecto ha sido observado con diferentes soportes
enzimaticos, como quitosano, vidrio poroso, que no solo adsorben productos de
reaccion sino a los sustratos de la misma (Wagner y Nicell, 2002).

Los tipos de anormalidades observadas en las distintas soluciones fueron
diferentes, por lo que podrian depender de la composicion de cada solucion. En
general, las principales malformaciones observadas en todos los tratamientos

fueron curvatura del eje axial, subdesarrollo de cola y edema, presentandose
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en menor proporcion la aparicion de vesiculas, forma irregular o detencion del
crecimiento.

Particularmente, los embriones desarrollados en presencia fenol
presentaron principalmente curvatura del eje axial y subdesarrollo de aleta
caudal, y en menor porcentaje edema e inhibicion del desarrollo. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Paisio y colaboradores (2009) con
soluciones de fenol entre 25 y 150 mg/l, las cuales generaron principalmente
curvatura del eje axial y vesiculas o extensiones persistentes en los embriones,
entre otras anormalidades.

Por su parte, la solucion de H,O, indujo principalmente edema,
subdesarrollo de la aleta caudal y flexion del eje axial. Estas anormalidades
fueron observadas también en los embriones expuestos a las soluciones PR
obtenidas con los ECT Tab y N libres y podrian estar relacionadas a un
remanente de H,O, en el medio. En el caso de las soluciones PR obtenidas
con los ECT inmovilizados, las malformaciones generadas sobre los embriones
podrian deberse tanto a la presencia de ambos sustratos, o a los productos de
remocion en las soluciones.

Estos tipos de malformaciones han sido observados también con algunos
plaguicidas organoclorados, y se relacionan a la generacion de estrés
oxidativo, que altera el desarrollo de las larvas. Por ejemplo, la exposicion de
larvas a clorpirifos desde la fertilizacion en concentraciones cercanos a la CLsg
(16 mg/l) induce la aparicion de gemas y protuberancias en la superficie de las
mismas, mientras que los metilazinfos, en concentraciones entre 0,5y 16 mgl/l,
generan principalmente desbalances hidricos, con hidropesia y alteraciones de
la aleta caudal (Lascano y col., 2009). El plaguicida Diazinon (en
concentraciones entre 9 y 18 mg/l) induce curvatura axial, con bordes
irregulares (incluyendo vesiculas), disminucion de tamafio, edemas vy
microcefalia entre otras anormalidades observados en los embriones de R.
arenarum (Aronzon y col., 2014a).

La disminucion del tamafio de los embriones registradas para las
soluciones de fenol (10 mg/l) y PR es considerado un efecto subletal no
especifico, que ha sido reportado anteriormente para otros compuestos, entre
ellos metales, diazinon, bisfenol, nanofibras de polianilina (Yslas y col., 2012;

Aronzon y col., 2014a; 2014b; Wolkowicz y col., 2014). Esta disminucion del
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tamafo ha sido relacionada a alteraciones neurologicas en las larvas en E 25,
que causarian disminucién en los movimientos y falta de alimentacion. Sin
embargo, los embriones de R. arenarum comienzan alimentarse luego del E 21
(boca abierta), estadio que alcanzan las larvas al final del estudio de
teratogénesis, por lo que la disminucién en la alimentacion no seria causante
del menor tamafio observado. Diversos autores sefialan que la disminucion del
tamafio de los embriones es uno de los parametros de mayor sensibilidad en la
deteccidbn de contaminantes ambientales (Aronzon, y col. 2014b y citas
contenidas este trabajo).

Otros grupos de investigacion coinciden en encontrar elevada toxicidad de
los productos de oxidacion de compuestos fendlicos mediante el empleo de
enzimas oxidorreductasas para la remocion de estos contaminantes. Por
ejemplo, Wagner y Nicell, (2002), han reportado la formacion de productos
toxicos, luego de la remocion de fenol, 2-CF, 4-CF, 2,4-DCF y 2-MF con HRP.
La toxicidad de estos productos (detectada mediante el empleo del test
Microtox), se incrementd durante las primeras horas de reaccién, decreciendo
luego de 24 h. El agregado adicional de H,O, al medio aceleré la detoxificacion,
que ocurri6 fundamentalmente por procesos fisicoquimicos espontaneos, ya
que la mayoria de las peroxidasas se inactivan pasados los 15 minutos de la
reaccion. También se ha reportado la formacion de productos toxicos luego de
la remocion de fenol con una tirosinasa fungica, aunque la toxicidad de los
mismos fue menor a la del compuesto inicial y con tendencia a disminuir luego
de 24 h post-tratamiento (lkehata y Nicell, 2000). En contraste, mediante el
empleo de la lacasa de Trametes pubescens se ha observado que la
disminucién de la concentracion del compuesto fendlico va acompafiada de
una disminuciéon de la toxicidad de las soluciones (Gaitan y col., 2011). Estos
antecedentes, como asi también los resultados de nuestro trabajo de
investigaciéon, corroboran que la evaluacion de un proceso de remocién debe
ser complementada con estudios de toxicidad, ya que no siempre la
desaparicién del contaminante resulta en la disminucion de la toxicidad de las
soluciones. Ademas, estos estudios deben realizarse con varios sistemas
bioldgicos diferentes, incluyendo especies acuaticas y terrestres, para tener un
panorama completo del impacto de las sustancias sobre el ecosistema en el

gue se encuentre. Esto se debe a que la susceptibilidad o sensibilidad de los
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meétodos biologicos utilizados altera notablemente la percepcion de la eficiencia
de detoxificacion de compuestos fendlicos.

De acuerdo a los resultados obtenidos, las soluciones de 2,4-DCF (25
mg/l) presentan una elevada toxicidad en larvas de R. arenarum en E 25,
generan efectos hepatotoxicos y genotoxicidad al ser consumidas por ratones
Balb-C durante 7 dias, y producen efectos subletales alterando la morfologia de
las plantulas de L. sativa. Dichos efectos pueden ser atenuados mediante la
remocion con ECT de Tab o N libres o inmovilizados, variando el resultado de
acuerdo al bioensayo utilizado. Por su parte, se confirmé que la toxicidad de
fenol es mucho menor que la de 2,4-DCF. Sin embargo, las soluciones de fenol
(10 mg/l) y las soluciones PR obtenidas con ambos ECT presentaron accion
teratogénica en embriones de R. arenarum. En el caso de las soluciones PR se
observaron efectos teratogénicos que pueden ser atribuidos a los remanentes
de fenol o de H,0,, y/o un efecto sinérgico por la mezcla de los remanentes de
sustratos y los productos de oxidacion de las peroxidasas.

5.5. Estimacion de la naturaleza quimica de los productos post-remocion

Como consecuencia de la reaccibn de compuestos fendlicos, con
diferentes peroxidasas, se produce la formacion de distintos intermediarios, que
en general son radicales libres. Estos intermediarios pueden variar de acuerdo
a la isoenzima de peroxidasa empleada en la reaccion. Por lo tanto, a partir de
cada ECT utilizado en la remocion se obtendria una compleja mezcla de
intermediarios solubles. Se ha descripto que una gran proporcion de los
mismos, tienden a polimerizar espontaneamente, dando lugar a la formacion de
polimeros sélidos que generalmente precipitan en la solucién (Dec y Bollag,
1994; Kummer y col., 1996; Dec y col., 2003).

En nuestros estudios, se observo la formacion de un precipitado en las
soluciones post-remocién de fenol y 2,4-DCF, lo que indicaria la formacién de
dichos polimeros, que pueden eliminarse mediante la filtracion de la solucién.
Esto coincide con observaciones de otros autores, que indican que la reaccion
de oxidacion de fenol por HRP genera polifenoles, los cuales pueden variar en
cuanto a su estructura y masa molecular dependiendo del medio de reaccion
en el que ha ocurrido la reaccion. Por ejemplo, cuando la reaccién ocurre en

presencia de solventes (DMF o dimetilsulféxido) el polifenol obtenido es un
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s6lido de masa molecular de 35000 Da, mientras que si el solvente es metanol
se obtiene un polimero soluble de 2800 Da, pudiendo confirmarse dichas
estructuras mediante espectroscopia de infrarrojo o resonancia magnética
nuclear (Kobayashi e Higashimura, 2003).

Mediante los estudios espectrofotométricos se detectaron cambios de
densidad optica durante el proceso de remocion. Los espectros de absorcion
iniciales mostraron el pico correspondiente a cada analito, 2,4-DCF (284 nm) y
fenol (267 nm). Durante las reacciones, la mayor parte de los cambios
observados ocurrieron en el rango UV (240 a 350 nm). En la remocién de
ambos contaminantes, a medida que se incrementé el tiempo de incubacion de
las mezclas de reaccién se observé un importante aumento de la densidad
Optica a 252 nm, registrandose un pico en dicho valor cuando se utilizé
2,4-DCF. La aparicion de ese pico coincide con lo observado por Laurenti y
colaboradores (2003) utilizando HRP para la remocion de 2,4-DCF. De acuerdo
a esto, al menos uno de los productos obtenidos en dichas reacciones
presentaria menor conjugacion que los compuestos iniciales.

En el caso de la remocion de 2,4-DCF se registr6 ademas, un incremento
de la densidad optica a 301 nm, sin observarse la apariciébn de un pico en el
periodo estudiado. Con fenol se observo la aparicion de un pico a 398 nm que
incrementd durante la primera hora de reaccion, disminuyendo luego de 24-48
h. Estos cambios de densidad optica indicarian la aparicion de productos de
mayor conjugacion que el compuesto inicial, que en el caso de fenol podria
tratarse de la formacion de un polimero que precipita y por lo tanto no es
detectado en estudios espectrofotométricos a mayores tiempos de reaccion.

El hecho de no encontrar una disminucién de los picos correspondientes a
fenol y 2,4-DCF en 1, 24 o 48 h de reaccion indicaria la posibilidad de que el
anillo fendlico se mantenga intacto durante las oxidaciones enzimaticas. Cabe
suponer que se estarian produciendo diferentes radicales libres, de acuerdo a
las caracteristicas cataliticas de los grupos de isoformas presentes en los ECT,
gue posteriormente polimerizarian. Aunque se ha descripto que algunas
especies vegetales como rye grass o Helianthus annuus tendrian sistemas
enzimaticos capaces de producir la apertura del anillo aromatico de fenol dando
lugar a su mineralizacion (Ugrekhelidze y col., 1999; Chrikishvili y col., 2005;
Jha y col., 2013). Este mecanismo generalmente no ocurre en la mayoria de
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las plantas y es mas frecuente encontrarlo en bacterias (Hirvonen y col., 2000).
Por otra parte, se han propuesto mecanismos de degradaciéon de 2,6- y 2,4-
DCF con peroxidasa de rabano picante que incluyen la deshalogenacion y
formacion de éacido clorhidrico (HCI) (Wagner y Nicell, 2002; Laurenti y col.,
2002; 2003). En este contexto, en estudios de nuestro laboratorio, durante la
reaccion de remocion de 2,4-DCF con la utilizacion de raices transformadas de
tabaco y de nabo, se registr6 una disminucion del pH, acompafiada por un
incremento en la concentracion de cloruros, debido a la formacion de HCI,
luego de la reaccion. Estos antecedentes indicarian que el mecanismo de
accion de las peroxidasas presentes en dichas raices podria incluir el proceso
de deshalogenacion (Angelini y col., 2010; Talano y col., 2010).

Los resultados obtenidos en el analisis mediante técnicas electroquimicas
muestran que se produjo una reduccion en la concentracion de fenol o 2,4-DCF
luego de la reaccion de remocion de los mismos utilizando peroxidasas de ECT
N y Tab, confirmando aquellos resultados obtenidos mediante técnicas
colorimétricas. La disminucion de la sefial del voltamperograma de 2,4-DCF fue
acompafada por la aparicion de cuplas de o6xido-reduccién entre 0,1y 0,2 V
con ambos ECT, que corresponderian a los productos obtenidos en una hora
de reaccion.

Las respuestas voltamperométricas registradas demuestran la existencia
de un mecanismo de reaccion electroquimica complejo, con pérdida de
actividad catalitica del electrodo, la cual se evidencia en una fuerte disminucion
de la sefal registrada a medida que transcurren los ciclos. Esto se ha
observado con otros compuestos polifendlicos (por ejemplo resveratrol), y
concuerda con resultados de otros autores, que han descripto que en la
electrooxidacion de fenol y 2,4-DCF se produce la electropolimerizacion en la
superficie del electrodo. Estos polimeros muestran una baja tasa de oxidacion,
baja permeabilidad y una fuerte adhesién al electrodo lo que disminuye la
intensidad de la sefal registrada (Gattrell y Kirk, 1990; 1993, Ureta-Zanartu y
col., 2002; Granero y col., 2009).

En el caso de la oxidacion electroquimica de 2,4-DCF aparecio una unica
cupla de oxido-reduccion en el primer escaneo, que corresponderia a la
oxidacion del grupo oxhidrilo de dicha molécula con formaciéon de una quinona

(Ramirez y col., 2010). En sucesivos escaneos se detectd también la aparicion
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de cuplas de oxido-reduccion de baja intensidad, la cual disminuyé a medida
que se increment6 el nimero de ciclos. Otros autores también han identificado
picos similares durante la oxidacion electroquimica de fenol, usando entre ellos
electrodos de carbono vitreo (Enache y Olvieira-Brent, 2011). De acuerdo a
estos antecedentes, los picos anddicos detectados corresponderian a dos
productos de oxidacion de fenol: o-quinona que se reduce a o-fenol (catecol) y
p-quinona que se reduce a p-fenol (hidroguinona) mientras que los picos
catédicos corresponderian a la reversibilidad de dichos productos durante el
barrido (Boudene y col., 1996, Enache y Olvieira-Brent, 2011).

El mismo comportamiento fue encontrado al analizar moléculas mas
complejas, por ejemplo ocratoxinas, las cuales presentan un grupo funcional
oxhidrilo que mediante oxidacion electroquimica genera una quinona. Dicha
cupla de oOxido reduccion se refleja en picos andédicos y catodicos
caracteristicos (Ramirez y col, 2010).

Al comparar los voltamperogramas ciclicos realizados entre -0,2 Vy 0,5V
durante la reacciébn de remociéon de 2,4-DCF con ECT Tab y ECT N se
pudieron observar diferencias que sugeririan que los intermediaros formados
durante la primer hora de reaccién serian diferentes para ambos ECT. Mientras
que con ECT Tab se obtuvo una unica cupla principal, con ECT N se
observaron varios picos entre 0,2 y 0,4 V que podrian corresponder a distintos
productos que se formarian durante los primeros minutos de la reaccion y
tienden a disminuir de intensidad luego de una hora de reaccion.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la oxidacién de 2,4-
DCF catalizada por estas peroxidasas ocurre rapidamente, produciendo mas
de un producto intermediario, entre ellos quinonas. Estos productos variarian
con el tiempo y continuarian reaccionando hasta aproximadamente 48 h de
incubacion. Los productos de oxidacion dependerian de las peroxidasas
utilizadas, ya que las respuestas voltamperométricas observadas para la
remocién de 2,4-DCF con ECT N y Tab fueron diferentes durante la primera
hora de reaccion.

Por su parte, la oxidacion de fenol por peroxidasas ocurri0 mas
lentamente, pudiendo observarse en los voltamperogramas ciclicos una
disminucién de la sefial correspondiente al mismo, pero sin registrarse picos

correspondientes a sus productos al realizar los barridos -0,2 V y 1,2 V. Sin
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embargo, al efectuar los voltamperogramas ciclicos de la reaccion de remocion
de fenol entre -0,2 V y 0,7 V se pudieron observar los picos correspondientes a
una cupla de oxido-reduccion entre 0,4 y 0,5 V para ambos ECT que
incrementaron su intensidad durante el periodo estudiado.

Analogamente, otros grupos de investigacion, han descripto que, en la
oxidacion de fenol y 2,4-DCF mediante electrooxidacion o reaccion de Fenton,
se formarian hidro y benzoquinonas (Boudene y col., 1996; Ureta-Zafiartu y
col., 2002; Lu y col., 2006; Poerschmann y col., 2009; Saylor y col.. 2013). Por
su parte, la reaccién de oxidacion de clorofenoles por oxidasas y peroxidasas
fungicas produce dimeros como fue observado utilizando lignina peroxidasa del
hongo Phanerochaete chrysosporium, donde el producto seria una 2-cloro-6-
(2,4-dimetoxi)-p-benzoquinona (Minard y col., 1981; Grey y col., 1998; Hirvonen
y col., 2000). En el caso de HRP se han realizado varios estudios que revelan
la formacion de diferentes dimeros durante la oxidaciéon de 2,4-DCF, producto
de union de diferentes radicales libres formados en las primeras etapas de la
reaccion, entre ellos la 2-cloro-6-(2,4-diclorofenoxy)-1,4-benzoquinona
(Hammel y Tardone, 1998; Wagner y Nicell, 2002; Laurenti y col., 2003). Esto
sugiere que, durante la remocion de fenol y 2,4-DCF por los ECT de nabo y
tabaco, se producen quinonas, entre otros posibles radicales libres en los
medios de reaccion. La formacion de estas quinonas, puede ser una de las
razones que permitan explicar la toxicidad observada a través del uso de los
diferentes test que se aplicaron para evaluar las soluciones post-remocion
obtenidas en este trabajo.

En sintesis, si bien, entre los productos de oxidacion de compuestos
fendlicos obtenidos en reacciones catalizadas por peroxidasas, se forman
polimeros que precipitan, existe una proporcion de los mismos que
permanecen solubles en la solucion post-tratamiento y que generalmente
poseen elevada toxicidad, tal como se demostré en este trabajo de tesis. Se ha
descripto que las condiciones de reaccion, entre ellas el pH, temperatura,
concentracion de sustratos y de enzima, agregado de aditivos como PEG,
quitosano, o la inmovilizacion de las enzimas, tendrian influencia sobre la
cantidad y tipo de productos formados durante la remocion de compuestos
fendlicos y la toxicidad de los mismos (O'Brien 1991; Aitken y col., 1994;

Ikehata y Nicell, 2000; Hirvonen y col., 2000; Rodriguez y col., 2004; Saylor y

141



Discusion

col., 2013). Ademas, la presencia de aditivos podria afectar la solubilidad de
estos productos, ya que mientras se ha descripto que PEG solubiliza los
productos de oxidacién, la presencia de quitosano permitiria la polimerizacion y
precipitacion de las quinonas del medio (Ikehata y Nicell, 2000; Wagner y
Nicell, 2002).

Sin embargo, estos compuestos podrian ser s6lo productos intermediarios
de la reaccién y posiblemente disminuyan su concentracion al incrementar el
tiempo de incubacién de los medios de reaccion durante periodos mayores al
estudiado. De acuerdo a nuestros resultados, la reaccion de remocion de
ambos compuestos fendlicos puede continuar incluso hasta las 48 h, siendo
estos tiempos mayores cuando se utiliza fenol como sustrato. Considerando
gue los niveles de la actividad peroxidasa en los medios de reaccion disminuye
considerablemente luego de las 24 h, la reaccidon continuaria principalmente
mediante mecanismos fisico-quimicos (espontaneos) y no enzimaticos, tal
como fue observado por otros autores con HRP (Wagner y Nicell, 2002). En
este contexto, se ha descripto que luego de la catélisis enzimatica, las
quinonas formadas se condensarian, lo cual podria contribuir a disminuir la
toxicidad de las soluciones post-remocion. Esto concuerda con resultados
obtenidos por Saylor y colaboradores (2013) donde, considerando solamente
mecanismos fisico-quimicos espontaneos, observaron una pérdida del 92% de
la toxicidad de las benzoquinonas en un periodo de 18 dias. Por lo tanto, se
podria sugerir que, a partir de cada ECT utilizado en la reacciéon de remocion
se obtendria una compleja mezcla de intermediarios solubles y productos de

condensacion de estos intermediarios.
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6. CONCLUSIONES

En esta tesis se demostr6 que los extractos crudos totales (ECT) de
raices transformadas de nabo y tabaco presentan un gran potencial para la
remocion de 2,4-DCF en soOlo 1h de reaccidbn mientras que para fenol se
necesitan 24 h y la eficiencia es menor. La presencia de polietilenglicol en el
medio de reaccion incrementa la eficiencia de remocion de los dos
contaminantes, siendo este efecto mas importante para fenol. Este aditivo
contrarresta la pérdida de actividad enzimatica registrada durante la remocion,
protegiendo efectivamente a las peroxidasas de ambos ETC durante el
proceso, principalmente a las peroxidasas de tabaco. El agregado de
solventes, como dimetilformamida o detergentes como el dodecil sulfato sédico
afectan la remocién de fenol y 2,4-DCF pero sin producir inactivacion de las
enzimas. Los iones de bicarbonato y niquel disminuyen la eficiencia de
remocion de compuestos fendlicos durante la primera hora de reaccion y la
presencia del catién Cu*? produce una disminucion de la misma al utilizar ECT
N.

La inmovilizacion de las peroxidasas de tabaco y nabo en capsulas de
alginato de calcio y en la resina de intercambio i6nico CMS favorece la
remocién de soluciones de 2,4-DCF (25 mg/l) y de fenol (10 mg/l). La presencia
de PEG en el interior de las capsulas de alginato no modifica la remocion de
2,4-DCF, pero incrementa las eficiencias de remocion de fenol con ambos ECT.

Por otra parte, la utilizaciébn de bioensayos de toxicidad reveldé que las
soluciones de 2,4-DCF (25 mg/l) presentan una elevada toxicidad. Las
soluciones PR obtenidas con ambos ECT mostraron una disminucioén de los
efectos toxicos con respecto a la solucion de 2,4-DCF inicial en semillas de L.
sativa. En el caso de administracion oral en ratones, el 2,4-DCF en
concentraciones de 4 y 25 mg/l y las soluciones PR con ambos ECT,
produjeron toxicidad hepatica, sin generar dafios histopatolégicos en dicho
organo ni alteraciones del funcionalismo renal. Estas soluciones mostraron
actividad clastogénica en eritrocitos de médula 6sea de ratones Balb C. Sin
embargo se observo una disminucion de la genotoxicidad en relacion a la

solucion inicial, con las soluciones PR Tab. La inmovilizacién de peroxidasas
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en capsulas alginato de calcio permitié disminuir ain mas la toxicidad de las
soluciones PR de 2,4-DCF.

Respecto a las soluciones de fenol (1 y 10 mg/l), el analisis de
teratogenicidad indicO que este compuesto genera malformaciones en el
desarrollo de los embriones expuestos desde estadios tempranos. Las
soluciones PR Tab y PR N produjeron un elevado porcentaje de diferentes
anormalidades, indicando que resultarian altamente toxicas para estas larvas.
Los tipos de anormalidades observadas indican que éstas dependerian de la
composicién de cada solucion. La inmovilizacion en CMS permitié disminuir la
toxicidad con respecto a la obtenida con los ECT libres.

Durante la remocién de ambos contaminantes por los ECT de nabo y
tabaco se obtuvieron productos intermediarios, generados por las peroxidasas
de los extractos analizados, que continuarian reaccionando mediante
mecanismos fisico-quimicos espontaneos hasta 48 h luego de la incubacién.
Entre estos intermediarios se encontrarian quinonas, las cuales serian
responsables de la toxicidad observada en las soluciones post-remocién, a
través del uso de los diferentes test aplicados.

Por lo tanto, la aplicacion de peroxidasas de raices transformadas de
nabo y tabaco, tanto libres como inmovilizadas, produjeron elevadas eficiencias
de remocién de soluciones de 2,4-DCF y fenol, sin embargo, los resultados no
siempre se correlacionaron con disminucién de la toxicidad de las soluciones

en estudio.
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