JOURNAL OF SCIENCE AND RESEARCH E-1SSN: 2528-8083

Inmovilizacion de peroxidasas obtenidas de braécoli
(Brassica oleracea var. Italica) como innovacion
biotecnoldgica para el tratamiento de aceites residuales

Immobilization of peroxidases obtained from broccoli (Brassica oleracea

var. Italica) as a biotechnological innovation for the treatment of waste oils

https://doi.org/10.5281/zenodo.20327554

AUTORES: Herminia Del Rosario Sanaguano Salguero®
Freddy Andres Veloz Quinatoa?
Mateo Patricio Sanchez Sanaguano®

DIRECCION PARA CORRESPONDENCIA: hsanaguano@ueb.edu.ec

Fecha de recepcion: 10 /10 /2025

Fecha de aceptacion: 04 / 12 / 2025

RESUMEN

El vertido inadecuado de aceites comestibles residuales constituye un problema ambiental
relevante debido a su persistencia, toxicidad y aporte a la contaminacion del agua y los
suelos. La biotecnologia enzimatica ofrece alternativas sostenibles para su tratamiento,
destacandose las peroxidasas por su capacidad de oxidar compuestos lipidicos. No obstante,
su aplicacion directa presenta limitaciones por la baja estabilidad, poca reutilizacion y
pérdida progresiva de actividad. En este estudio se evalu6 la inmovilizacion de peroxidasas

como estrategia innovadora para mejorar su desempefio en la degradacion de aceites
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residuales. Se desarrolld6 un sistema de inmovilizacion empleando matrices poliméricas
naturales, optimizando condiciones de pH, temperatura y tiempo de retencién en la matriz.
Se compar6 la actividad enzimatica libre e inmovilizacién, asi como la eficiencia de
degradacion del aceite bajo condiciones controladas. Los resultados evidenciaron que la
inmovilizacion incrementd la estabilidad térmica de la enzima, permitié su reutilizacion en
varios ciclos de tratamiento y mejoro la degradacion del aceite frente a la enzima libre.
Estos hallazgos demuestran que la inmovilizacion enzimatica constituye una alternativa
viable y sostenible para el tratamiento de aceites residuales, con potencial de aplicacion en

sistemas de biorremediacion y plantas de tratamiento de aguas residuales.

Palabras clave: biotecnologia ambiental, peroxidasas, inmovilizacion enzimatica, aceites

residuales, matrices poliméricas.

ABSTRACT

The improper disposal of used cooking oils represents a significant environmental concern
due to their persistence, toxicity, and contribution to water and soil pollution. Enzymatic
biotechnology offers sustainable alternatives for their treatment, with peroxidases standing
out for their ability to oxidize and degrade lipid-based compounds. However, the direct
application of free enzymes is limited by low stability, reduced reusability, and gradual loss
of activity. This study evaluated peroxidase immobilization as an innovative strategy to
enhance enzyme performance in the degradation of waste oils. A natural polymer-based
immobilization system was developed, optimizing pH, temperature, and retention time
within the polymeric matrix. Enzymatic activity of free and immobilization peroxidases
was compared, as well as their oil-degradation efficiency under controlled conditions. The
results demonstrated that immobilization improved the thermal stability of the enzyme,
enabled its reuse across multiple treatment cycles, and increased oil-degradation efficiency
compared to the free enzyme. These findings show that enzymatic immobilization is a
viable and sustainable alternative for the treatment of waste cooking oils, with application

potential in bioremediation processes and wastewater treatment systems.
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INTRODUCCION

La contaminacion del medio ambiente por la eliminacién inadecuada de aceites de cocina
usados es un area de creciente preocupacion debido a que este residuo tiene una alta
demanda quimica de oxigeno, toxicidad y recalcitrancia (Moya & Moya, 2020). Al ser
liberados en cuerpos de agua o suelo, los aceites crean una capa que dificulta el intercambio
de gases, la biodiversidad y altera los ecosistemas tanto acuaticos como terrestres (Rosero,
2020).

Los tratamientos fisicoquimicos clasicos aplicados, como la adsorcion y la separacion
térmica, se consideran costosos (en términos tanto de mano de obra como de costos),
intensivos en energia y tienen la produccion asociada de subproductos que deben ser
tratados después de su uso (Alkhadra et al., 2022)

Por consiguiente, han despertado interés reciente en la biotecnologia, opciones sostenibles
0 de bajo impacto ambiental. La biocatalisis enzimatica ha sido adoptada como una
estrategia muy valida para el tratamiento de los contaminantes organicos dado su caracter
especifico, su buen rendimiento catalitico y también por presentar menos impacto ecoldgico

que otras alternativas de tratamiento habituales (Salvador et al., 2018).

Entre las enzimas que se han aplicado en la biorremediacién, las peroxidasas destacan
positiva y particularmente por su capacidad de catalizar reacciones de oxidacién que
permiten degradar lipidicos y xenobidticos presentes en aceites residuales (Saikia et al.,
2022). Sin embargo, su utilizacién en aplicaciones industriales tiene aspectos limitantes
debido a que estas enzimas suelen ser sensibles al pH y a la temperatura, pierdendo
actividad enzimatica, asi mismo son poco recuperables para una reutilizacion (Dalir
Abdolahinia et al., 2022).
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Frente a los inconvenientes descritos, la inmovilizacién enzimatica ha surgido como una
nueva tecnologia que permite conservar la actividad catalitica de peroxidasas,
incrementando su estabilidad de operacion y posible su reutilizacion a lo largo varios ciclos
de tratamientos (L6pez et al., 2020). Esta técnica consiste en la inmovilizacién de la enzima
en el interior de matrices poliméricas que la protegen de factores externos, manteniendo la
estructura tridimensional y funcional de la proteina (Mao et al, 2024; Maghraby et al.,
2023).

Matrices de origen natural, como alginatos, celulosas o quitosano, han mostrado ser
biocompatibles, biodegradables y efectivas en técnicas de inmovilizacion enzimaética,
gracias a su capacidad de ser aplicadas en el medio ambiental (Martinez, 2018; Ashokan, &
Mohanasrinivasan, 2025). A pesar de los avances en la inmovilizacién de las enzimas,
continda existiendo escasa evidencia cientificamente valida aplicada de modo especifico a
las peroxidasas inmovilizacion para la degradacion de aceites residuales, lo que representa
una importante carencia cientifico-tecnoldgica en funcién del tipo de resultados que se

espera obtener (Meneau Hernandez et al., 2021).

En este sentido, el trabajo tiene como objetivo evaluar las peroxidasas inmovilizadas como
un ejemplo innovador de un recurso biotecnolégico que permita mejorar la estabilidad,
eficiencia y posibilidad de reutilizacion de las enzimas en el tratamiento de aceites
residuales. La investigacion se orienta a presentar una alternativa sostenible y reproducible
para sistemas de biorremediacion y tratamiento de efluentes, que proponga soluciones

efectivas y respetuosas con el ambiente.

METODOLOGIA

Esta investigacion presenta un estudio experimental de laboratorio de corte cuantitativo
orientado a evaluar la inmovilizacion de peroxidasa extraida de Brassica oleracea (col) y su
efectividad en la degradacion de aceite residual. EI proceso metodoldgico inicié con la

obtencion de un extracto enzimatico crudo mediante trituracion en buffer fosfato y
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centrifugacion a 5000 rpm, seguido de una fase de inmovilizacién en una matriz polimérica
natural para generar capsulas protectoras semisolidas. La actividad enzimatica se cuantificd
por espectrofotometria UV-Vis a 470 nm utilizando guaiacol como indicador cromogénico,
permitiendo comparar el rendimiento catalitico antes y después del atrapamiento.
Finalmente, se ejecutaron ensayos comparativos de degradacion de aceite residual entre la
enzima libre e inmovilizada, midiendo la disminucién de la absorbancia de compuestos
oxidados para determinar la estabilidad y capacidad transformadora de la peroxidasa bajo

condiciones controladas.

Diagrama de flujo del proceso de inmovilizacion

[ Seleccién y lavado del material vegetal ]

[ Trituracién y homogenizacion ]

Filtrado vy centrifugacion ]

Obtencidn del extracto enzimatico
\ crudo J

Preparacién de la matriz polimérica

Mezcla del extracto con la matriz

Lavado, almacenamiento y uso

Formacién de capsulas y gelificacion

RESULTADOS

Actividad enzimatica antes y después de la inmovilizacion

Los valores de actividad enzimatica para el ensayo con peroxidasa libre y el ensayo con
peroxidasa inmovilizada en matriz polimérica son los que se muestran en la Tabla 1. El

ensayo del que se obtuvo la peroxidasa libre mostré una actividad de 2.3 U/mL, y el ensayo
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con la peroxidasa inmovilizada mostrd una actividad de 1.8 U/mL, de donde se deduce que
se produjo una disminucion de la actividad catalitica como consecuencia de la
inmovilizacion del sistema.

Tabla 1. Actividad enzimatica obtenida antes y después de la inmovilizacion de
peroxidasa.

Muestra Actividad enzimética (U/mL)
Peroxidasa libre 2.3
Peroxidasa inmovilizada 1.8

La actividad se expresa en unidades por mililitro (U/mL). La peroxidasa inmovilizada

presentd una ligera reduccion en su actividad inicial debido al proceso de inmovilizacion.

Eficiencia de degradacion del aceite residual

Tal y como se representa en la Figura 1, la capacidad de degradacion del aceite residual con
peroxidasa libre y peroxidasa inmovilizada se muestra; en la que se observa que la
peroxidasa libre fue capaz de degradar un 54% del aceite, mientras que la peroxidasa
inmovilizada logré6 un 72% lo que indica una mejora de la capacidad de remocion

utilizando el biocatalizador inmovilizado.

Figura 1. Comparacion de la eficiencia de degradacion entre enzima libre e inmovilizada.

Comparacion del porcentaje de degradacion del aceite residual
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Al realizar la comparativa del porcentaje donde se obtuvo la degradacion del aceite residual
resultante de peroxidasa libre y peroxidasa inmovilizada. La peroxidasa inmovilizada
consiguio un rendimiento mayor. El crecimiento coincidente se explica con lo escrito por
Ramirez y Torres (2019), quienes indican que la inmovilizacion en matrices poliméricas
contribuye con permitir a la enzima conservar su estabilidad estructural, dandole asi la

oportunidad a la enzima de presentar un mejor rendimiento catalitico en medios en alta
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concentracion de compuestos grasos. Lo expuesto en la investigacion base muestra también
que la inmovilizacién beneficia a la reutilizacion del biocatalizador; esto optimiza el
procedimiento de biorremediacién al disminuir el nimero de veces que se debe reemplazar

la enzima.

Asimismo, conforme indica Delgado (2020), la inmovilizacion tiene un papel protector de
la peroxidasa frente a factores que tienden a inactivar a la enzima en libre estado, como
pueden ser alteraciones del pH, la presencia de solventes o la presencia de oxidantes que
puede portar el aceite residual. Esta proteccion estructural hace posible que la accién de la
enzima llegue a ser mas prolongada, lo que contribuye a una degradacion mas eficiente y

duradera.

Los resultados de la investigacion base avalan estos resultados que afirman que la
estructura de la capsula favorece la liberacion paulatina de la enzima hacia el medio, lo que

optimiza su efecto catalitico durante el proceso.

Por consiguiente, los resultados expresan que la inmovilizacion no solamente mantiene la
funcionalidad de la peroxidasa, sino que también tiene un impacto positivo en su accién
frente a los aceites residuales, por tanto, se trata de una opcién biotecnoldgica de alta

potencialidad para el tratamiento de contaminantes lipidicos.
Ventajas de la inmovilizacion de peroxidasa

Los resultados obtenidos ponen de relieve que la inmovilizacion de la peroxidasa presenta
ventajas notables frente al uso de esta biomolécula en forma libre. Coincidiendo con lo
expuesto por Fernandez y Cabrera, (2017) asi también por Chalella & Jacquier, (2024), la
inmovilizacion parece aumentar la estabilidad de las enzimas a las condiciones ambientales
desfavorables, aspecto que supone un hecho relevante en tratamientos de biorremediacion,
ya que en ellos los sustratos pueden presentar compuestos que son toxicos o provocar la

desnaturalizacion proteica.

La investigacion base también defiende que la estructura polimérica es una barrera que

favorece la estabilidad del biocatalizador, prolongando su vida util, lo que permite
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recuperar y reciclar el biocatalizador a lo largo de multiples ciclos. Se reitera esta cuestion
durante el proceso experimental ya que la peroxidasa inmovilizada presenta una actividad
mas constante y efectiva frente al aceite residual, a lo largo del tiempo, que la enzima libre,

que va a ir perdiendo eficacia de forma gradual.

A la par, tal y como indica Ortiz et al. (2021), la inmovilizacion es util para la manipulacion
del biocatalizador en el interior del sistema de tratamiento ya que evita que el
biocatalizador se disperse en el medio para la terminacion de la operacion, y permite la
separacion fisica del biocatalizador, lo cual contribuye a reducir costes y aumentar el
rendimiento de los sistemas de tratamiento al requerir un menor nimero de adiciones de

enzima.

Implicaciones para el tratamiento de aceites residuales y aplicaciones biotecnologicas

Los resultados obtenidos en el presente trabajo refuerzan el argumento de que la
inmovilizacion de peroxidasa puede ser una opcion biotecnoldgica sostenible y eficaz para
el tratamiento de aceites residuales. Asi, el uso de enzimas inmovilizadas es una opcion
menos dafiina para el medioambiente que los métodos quimicos tradicionales segun
Morales (2020), que normalmente generan productos quimicos dafinos o significan la

aplicacion de condiciones operacionales elevadas en términos energéticos.

Las mejoras que se han observado en la degradacion del aceite residual gracias a la
aplicacion de peroxidasa inmovilizadas en vez de la forma libre contribuyen su aplicacion
en sistemas de tratamiento de aguas y suelos contaminados por aceites. Asimismo, estos
resultados se alinean con la investigacion base, donde la inmovilizacion se propone como la
técnica que maximiza la eficiencia catalitica y la aplicabilidad de las enzimas en los

entornos industriales y medioambientales.

A nivel biotecnologico, la aplicacion de esta metodologia supone abrir nuevas posibilidades
para la optimizacion de bioprocesos enfocados a la mitigacion de contaminantes de tipo
lipidico, en sectores como el alimentario, el agroindustrial y la gestion de residuos urbanos.

También la inmovilizacion permitiria incluir a las enzimas en sistemas de biorreactores,
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favoreciendo escalabilidad y continuidad de operaciones, aspectos clave en los proyectos de

economia circular y gestion sostenible de residuos.

DISCUSION

La evaluacion de la peroxidasa extraida de Brassica oleracea revel6 que el proceso de
inmovilizacion en una matriz polimérica natural genera un impacto dicotdmico entre la
capacidad catalitica inmediata y la eficiencia operativa a largo plazo. Inicialmente, se
observo una reduccion de la actividad enzimatica de 2.3 U/mL a 1.8 U/mL tras el
atrapamiento. Este fendbmeno es consistente con lo reportado por Ramirez y Torres (2019),
quienes atribuyen esta disminucion a las limitaciones difusionales impuestas por la matriz,
la cual puede restringir el acceso del sustrato al sitio activo de la enzima o alterar
ligeramente su conformacién espacial durante el proceso de gelificacion. No obstante, esta
pérdida de actividad inicial se ve ampliamente compensada por el incremento en la

estabilidad estructural del biocatalizador.

En cuanto a la eficiencia de degradacion, los resultados demostraron que la enzima
inmovilizada superé significativamente a la forma libre, alcanzando un 72% de remocion
frente a un 54%. Esta mejora del 18% sugiere que la matriz polimérica actia como una
barrera protectora eficaz. Segun Delgado (2020), la inmovilizacién protege a la peroxidasa
de agentes desnaturalizantes presentes en el aceite residual, como compuestos oxidados y
variaciones locales de pH, que inactivan rapidamente a la enzima en estado libre. Ademas,
la estructura de las capsulas facilita una liberacion controlada y una interaccién mas
prolongada entre el biocatalizador y los lipidos, optimizando el rendimiento en medios con

altas concentraciones de grasas, tal como sostienen Fernandez y Cabrera (2017).

Desde una perspectiva operativa, la capacidad de reutilizaciébn emerge como la ventaja
competitiva mas relevante de este sistema. Mientras que la enzima libre se dispersa y pierde
eficacia tras el primer ciclo, el sistema inmovilizado permite la recuperacion fisica del

biocatalizador. Ortiz et al. (2021) enfatizan que esta separacion fisica no solo reduce los
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costos operativos al disminuir la necesidad de nuevas adiciones enzimaticas, sino que
también facilita el disefio de biorreactores escalables. En este sentido, los hallazgos de esta
investigacion se alinean con los principios de la economia circular descritos por Chalella y
Jacquier (2024), al proponer una metodologia que maximiza la vida 0til de recursos
bioldgicos derivados de residuos vegetales como la col.

Finalmente, las implicaciones biotecnoldgicas de este estudio subrayan la viabilidad de las
peroxidadas inmovilizadas como una alternativa sostenible frente a los tratamientos
quimicos convencionales. Como sefiala Morales (2020), los métodos quimicos suelen ser
energéticamente costosos y generan subproductos toxicos, mientras que la degradacion
enzimatica ocurre bajo condiciones controladas y con un impacto ambiental minimo. Por lo
tanto, la inmovilizaciéon de peroxidasa de Brassica oleracea no solo mantiene la
funcionalidad bioldgica, sino que transforma una enzima cruda en una herramienta
industrial robusta, con potencial aplicacion en la remediacion de efluentes agroindustriales

y la gestién de residuos urbanos contaminados con aceites.

CONCLUSIONES

La investigacion pone de relieve que la inmovilizacién de peroxidasas es un eficiente
modelo biotecnoldgico para tratar aceites residuales, mejorando la estabilidad, eficiencia y
aplicabilidad de la enzima en entornos complejos (72% vs. 54% de la enzima libre). La
inmovilizacion protege a la enzima, propone reutilizabilidad y favorece el uso de la
peroxidasa en la biorremediacion como alternativa a los tratamientos de tipo quimico

convencionales con un potencial en economia circular
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