[image: image5.jpg]Agencia

de Gestio d’Ajuts
Universitaris

i de Recerca





Memòria justificativa de recerca de les convocatòries BE, PIV, BCC, NANOS i BP

La memòria justificativa consta de les dues parts que venen a continuació:

1.- Dades bàsiques i resums

2.- Memòria del treball (informe científic)
Tots els camps són obligatoris

1.- Dades bàsiques i resums

	Nom de la convocatòria

 FORMDROPDOWN 

Llegenda per a les convocatòries:

BCC

Convocatòria de beques per a joves membres de comunitats catalanes a l'exterior (BCC) 

BE

Beques per a estades per a la recerca fora de Catalunya (BE)

BP

Convocatòria d'ajuts postdoctorals dins del programa Beatriu de Pinós   (BP)

NANOS

Beques de recerca per a la formació en el camp de les nanotecnologies   (NANOS)

PIV

Beques de recerca per a professors i investigadors visitants a Catalunya (PIV)



	Títol del projecte: ha de sintetitzar la temàtica científica del vostre document. 

Decoloración de tintes por lacasa
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Susana
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Rodríguez Couto

	Correu electrònic

susana.rodriguez@urv.cat

	Dades del centre d’origen 

	Departamento de Ingeniería Química. Universitat Rovira i Virgili. Av. Països Catalans 26, 43007 Tarragona

	Número d’expedient 

2006B 00316

	Paraules clau: cal que esmenteu cinc conceptes que defineixin el contingut de la vostra memòria.

lacasa, tintes sintéticos, decoloración, industria textil, inmovilización

	Data de presentació de la justificació 

16/01/2007


	
Resum del projecte: cal adjuntar dos resums del document, l'un en anglès i l'altre en la llengua del document, on s'esmenti la durada de l'acció

	Resum en la llengua del projecte (màxim 300 paraules)

Durante mi estancia de investigación en el Instituto de Biotecnología Medioambiental de la Universidad Tecnológica de Graz, realizada del 5 de Julio al 30 de Agosto de 2006, estudié la decoloración de varios tintes sintéticos de estructuras químicas diferentes (Rojo Congo, Azul de Naftol, Indigo Carmín, Lanaset Gris, Azul de Nilo) por la enzima lacasa inmovilizada. La inmovilización de la enzima lacasa se llevó a cabo sobre esferas de alúmina (Al2O3) de 3 mm de diámetro debido a la resistecia mecánica de este material. La lacasa y la proteína inmovilizada se determinaron como la diferencia entre las concentraciones iniciales y residuales (obtenidas en los lavados). El porcentaje de lacasa inmovilizada fue del 68% y la cantidad de proteína inmovilizada por gramo de soporte de 5,6 mg.

La enzima lacasa inmovilizada fue capaz de decolorar tintes de diferente estructura sin la necesidad de añadir mediadores redox, lo cual la hace una enzima muy adecuada para su aplicación en la decoloración de efluentes procedentes de la industria textil. De todas formas, son necesarios más estudios para optimizar la técnica de inmovilización así como el proceso de decoloración. Actualmente nuestro grupo de investigación está trabajando en este tema. Es interesante destacar que aunque hay muchos estudios basados en la oxidación de tintes textiles por lacasa la mayoría utilizan la enzima libre y hay muy poca información disponible sobre la aplicación de lacasas inmovilizadas, por lo que el presente estudio constituye una aportación muy interesante y novedosa.


	Resum en anglès(màxim 300 paraules)

During my research stage, from 5th July to 30th August 2006, at the Institute for Environmental Research from the Graz University of Technology (Austria) I studied the decolouration of several synthetic dyes with different chemical structures (Congo Red, Naphtol Blue, Indigo Carmine, Lanaset Grey, Nile Blue) by immobilised laccase. Laccase immobilisation was performed on alumina (Al2O3) pellets (3mm in diameter) due to their mechanical resistance. Bound laccase and bound protein were determined as a difference between the initial and residual laccase and protein concentrations, respectively (immobilisation yield 68%, 5.6 mg of protein per g of support).

It was found that the immobilised laccase was able to decolourise structurally different dyes without the addition of redox mediators. This makes laccase enzyme very suitable for its application to decolouration of wastewater from the textile industry. Anyway, more studies in order to optimise the immobilisation technique as well as the decolouration process are needed. Our research group is currently working on this topic. It is worth to mention that although much work on laccase-catalysed oxidation of textile dyes has been performed, most studies reported in the literature so far deal with free enzymes and there is very little information available on the application of immobilised laccases. Therefore, the present study is a very interesting and novel contribution.





2.- Memòria del treball (informe científic sense limitació de paraules). Pot incloure altres fitxers de qualsevol mena, no més grans de 10 MB cadascun d’ells.

Introducción

Uno de los problemas ambientales de la industria textil procede del proceso de teñido, en el cual se estima que entre 10-20% de los colorantes empleados son vertidos como efluentes. La disminución de la capacidad fotosintética de las corrientes de agua que reciben directamente estas aguas residuales constituye un grave problema así como el hecho de que muchos colorantes presentan capacidad mutagénica y/o carcinogénica. Para solucionar este problema se han implementado métodos físicos y químicos como adsorción, coagulación-floculación, oxidación, filtración y métodos electroquímicos. Sin embargo, estos métodos son costosos y presentan problemas operacionales. Si bien existen estudios relacionados con tratamientos biológicos, la mayoría de ellos son sistemas bacterianos que no han resultado ser satisfactorios a la hora de realizar una biodegradación de estos compuestos coloreados. Todo esto ha impulsado la búsqueda de métodos basados en procesos biotecnológicos.

Diversos estudios han demostrado que el complejo enzimático secretado por los basidiomicetos actúa naturalmente en la degradación de lignina, principalmente debido a la acción de lacasas y peroxidasas. Debido a la similitud entre los grupos químicos presentes en la lignina y en los colorantes textiles, estas enzimas también son capaces de degradarlos constituyendo una posible alternativa para su uso en la remediación de efluentes de la industria textil. La lacasa (benzenodiol: oxígeno oxidorreductasa; EC 1.10.3.2) es una polifenoloxidasa que contiene cobre y pertenece a un grupo de enzimas llamado oxidasas azul cobre (1). El uso de las peroxidasas requiere la presencia de peróxido de hidrógeno como co-sustrato mientras que las lacasas utilizan oxígeno molecular (aire) como electrón aceptor, lo que las convierte en unos catalizadores muy atractivos para su uso en reactores enzimáticos (2, 3).
El creciente interés por la enzima lacasa se debe a que cataliza tanto la oxidación de compuestos fenólicos como no fenólicos en presencia de algunos intermediarios (mediadores redox) y es capaz, además, de decolorar tintes sintéticos de estructuras químicas diferentes (indigoides, sulfonefthaleínas, azos, disazo, poliméricos, triarilmetanos, antraquinónicos, etc.), lo cual la hace una enzima muy adecuada para el tratamiento de efluentes de la industria textil. Es de especial importancia el hecho de que sea capaz de decolorar tintes del tipo azo, ya que representan el 70% del total de tintes textiles producidos y debido a su recalcitrancia son de difícil degradación.

Desde un punto de vista medioambiental, el uso de enzimas en vez de reactivos químicos o microorganismos presenta numerosas ventajas tales como menores requerimientos energéticos, fácil control, operación en un amplio rango de condiciones y mínimo impacto ambiental. Sin embargo, la estabilidad y la capacidad catalítica de las enzimas libres disminuye considerablemente en aguas muy polucionadas y es también difícil separarlas del sistema de reacción para su reutilización, lo cual limita sus aplicaciones industriales. El uso de enzimas inmovilizadas puede paliar estas limitaciones y proporcionar biocatalizadores estables con vidas prolongadas. Las principales ventajas de inmovilizar un enzima son el aumento de la estabilidad en un rango más amplio de pH y temperatura y la recuperación de la enzima del efluente de origen. Estas características harían el sistema más económico a lo largo del tiempo.
Materiales y métodos

Enzima

Se utilizó lacasa del basidiomiceto Trametes hirsuta la cual fue suministrada por la empresa KRKA d. d. Novo mesto (Novo mesto, Eslovenia).

Inmovilización de lacasa

La enzima lacasa se inmovilizó en esferas de alúmina (Al2O3) de 3 mm de diámetro (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) según el protocolo desarrollado en el Instituto de Biotecnología Medioambiental de Graz (Austria). La lacasa y la proteína inmovilizada se determinaron como la diferencia entre las concentraciones iniciales y residuales (obtenidas en los lavados).

Determinaciones analíticas

La actividad lacasa se determinó espectrofotométricamente según Niku-Paavola et al. (1990) (4) utilizando ABTS como sustrato. Una unidad de actividad se definió como la cantidad de enzima capaz de oxidar 1 µmol de ABTS por min. Las actividades se expresaron en U/L.

La concentración de proteína se determinó espectrofotométricamente según Bradford (1976) (5) utilizando el reactivo comercializado por Bio-Rad (Richmond, USA). Como estándar se utilizo suero de albúmina bovina (BSA).

Experimentos de decoloración

Se estudió la decoloración de diversos tintes textiles con estructuras químicas diferentes. En la Tabla 1 se presentan las características de los tintes utilizados. La decoloración se realizó en matraces Erlenmeyer de 50 mL, conteniendo 5 g de alúmina con lacasa inmovilizada y 30 mL de una solución acuosa de tinte, a temperatura ambiente y 100 rpm (agitador de vaivén). Las concentraciones de tinte se seleccionaron de forma que se obtuviese un valor de absorbancia alrededor de 1.0 a la máxima longitud de onda en el espectro visible (Rojo Congo 0,0625 g/L; Azul de Naftol 0,2 g/L; Indigo Carmín 0,033 g/L; Lanaset Gris 0,25 g/L; Azul de Nilo 0,1 g/L, concentraciones finales). Las concentraciones residuales de tinte se midieron espectrofotométricamente y se asociaron con la disminución en absorbancia del pico de máxima longitud de onda en el espectro visible (Tabla 1). La decoloración se expresó en términos de porcentaje.

Tabla 1.- Características de los tintes utilizados

	Tinte
	Clase
	Número CI 
	Nombre CI 
	λmax
	Estructura

	Rojo Congo
	Azo
	22120
	Direct Red 28
	495
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	Azul de Nilo
	Oxazin
	51180
	Basic Blue 12
	635
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	Lanaset Grey
	Organometálico
	----
	----
	580
	Mezcla de colorantes

	Indigo Carmín
	Indigoide
	73015
	Acid Blue 74
	610
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	Azul de hidroxinaftol
	Nitroso
	----
	
	560
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CI=índice de color
Resultados y discusión

Inmovilización de lacasa

La enzima lacasa se inmovilizó en esferas de alúmina (Al2O3) de 3 mm de diámetro mediante un protocolo desarrollado en el Instituto de Biotecnología Medioambiental de la Universidad Tecnológica de Graz (Austria). El porcentaje de lacasa inmovilizada fue del 68% y el de proteína del 77%. La actividad de lacasa inmovilizada por gramo de soporte fue de 20,9 U/L y la cantidad de proteína inmovilizada por gramo de soporte de 5,6 mg. En la Figura 1 puede observarse la fotografía de una esfera de alúmina con lacasa inmovilizada realizada con microscopía electrónica de barrido (SEM).



Figura 1.- Fotografía SEM de una esfera de Al2O3 con lacasa inmovilizada

Decoloración de diversos tintes sintéticos con lacasa inmovilizada

Se estudió la decoloración de diversos tintes sintéticos estructuralmente diferentes por lacasa inmovilizada en esferas de alúmina. En la figura 2 pueden observarse los tintes al inicio del proceso y en la figura 3 transcurridas varias horas.



Figura 2.- Decoloración de diversos tintes por lacasa inmovilizada a tiempo cero



Figura 3. Decoloración de diversos tintes por lacasa inmovilizada después de algunas horas

El tinte Rojo Congo (azo) fue el que presentó un mayor porcentaje de decoloración, siendo totalmente decolorado en 48 horas. El tinte Azul de Nilo (oxazin) fue el que presentó una mayor velocidad de decoloración puesto que alcanzó un porcentaje de decoloración del 63,3 % en 9 horas, sin embargo de aquí en adelante no decoloró más. Ello puede ser debido a la inhibición de la enzima lacasa por algunos subproductos generados en el proceso de decoloración. El tinte Indigo Carmín (indigoide) apenas fue decolorado, lo cual es extraño ya que varios autores han relatado la fácil degradación de esta clase de tintes (6, 7).


Figura 4.- Porcentaje de decoloración obtenido para los diferentes tintes a lo largo del tiempo

Los resultados obtenidos son muy interesantes puesto que la enzima lacasa inmovilizada fue capaz de decolorar tintes de diferentes estructuras sin la adición de mediadores redox. De todas formas, son necesarios más estudios para optimizar la técnica de inmovilización así como el proceso de decoloración. 
Es interesante destacar que aunque hay muchos estudios basados en la oxidación de tintes textiles por lacasa la mayoría utilizan la enzima libre y hay muy poca información disponible sobre la aplicación de lacasas inmovilizadas, por lo que el presente estudio constituye una aportación muy interesante y novedosa.
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