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Extracto de alcachofa (Cynara scolymus, L.) y su
empleo en la descontaminacién de medios conta-
minados con fenoles, aminas aromaticas, haluros
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mediante tratamiento con perdxido en presencia de
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DESCRIPCION

Extracto de alcachofa (Cynara scolymus, L.) y
su empleo en la descontaminacién de medios con-
taminados con fenoles, aminas aromaéticas, halu-
ros orgdnicos y/o metales pesados.

Campo de la invenciéon

La invencién se refiere a un extracto de alca-
chofa (Cynara scolymus, L.) que comprende en-
zimas con actividad peroxidasa y polifenol oxi-
dasa, a un procedimiento para su obtencién, y a
un método para la descontaminacién de medios
liquidos, s6lidos y semisélidos contaminados con
fenoles, aminas aromdticas, haluros orgénicos y/o
metales pesados, utilizando dicho extracto de al-
cachofa o el material de alcachofa del que procede.
Antecedentes de la invenciéon

Los vertidos industriales y las aguas resi-
duales contienen frecuentemente fenoles, haluros
orgdnicos, aminas aromdticas y/o metales pesa-
dos, sustancias contaminantes y téxicas para los
seres vivos que se incorporan a la cadena alimen-
taria generando importantes problemas medioam-
bientales. Algunos métodos para la eliminacién
de estos compuestos utilizan microorganismos,
carbén activo u oxidaciéon quimica. Sin embargo,
estos métodos presentan algunos inconvenientes
tales como poca eficacia, alto costo o generacién
de productos incluso mas toxicos que los inicia-
les. El tratamiento de estos vertidos liquidos con
enzimas con actividad peroxidasa (PODs) y con
enzimas con actividad polifenol oxidasa (PPOs)
es una nueva e interesante estrategia para resolver
este problema (Klibanov et al., 1983; Wada et al.,
1995; Tatsumi et al., 1996). De hecho, las PODs
y las PPOs son enzimas que se utilizan amplia-
mente en el tratamiento de vertidos industriales,
aguas residuales, lodos y suelos contaminados con
fenoles, aminas aromdticas, haluros orgénicos y/o
metales pesados.

Las enzimas con actividad peroxidasa (EC
1.11.1.7) son 6xidorreductasas que se encuentran
ampliamente distribuidas en toda la escala filo-
genética y que catalizan la oxidaciéon de un am-
plio niimero de sustratos organicos e inorganicos,
utilizando el poder oxidante del perdxido de
hidrégeno. Ademés de su interés académico y
fisiol6gico estas enzimas son ampliamente utili-
zada en laboratorios clinicos y en la industria.
Sin embargo, lo que hace realmente interesante
a las PODs, y que ha hecho que la Comision
Cientifica de la Unién Europea las defina como
una de las proteinas con mayor interés biotec-
nolégico para el siglo XXI, es su aplicaciéon para
conservar el medio ambiente. En esta linea,
las PODs pueden sustituir a algunos reactivos
y catalizadores quimicos usados actualmente en
cierto tipo de industrias. Asi, pueden susti-
tuir al cloro en el proceso de blanqueamiento del
papel durante su reciclaje (patente norteameri-
cana US 5.370.770) y también al formaldehido
(mutagénico y cancerigeno) utilizado en la fabri-
cacién de resinas fenélicas (patente norteameri-
cana US 5.112.752). Otra aplicacién de las PODs
en este apartado es su empleo en el tratamiento
de vertidos liquidos o suelos contaminados con
fenoles, aminas aromaticas, compuestos clorados
y/o metales pesados (patente norteamericana US
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5.178.762). En estos casos las PODs parecen ac-
tuar convirtiendo estos compuestos en otros de
mayor peso molecular y mas faciles de eliminar
por procesos fisicos tales como filtracién, decan-
tacién, etc.

La enzima con actividad polifenol oxidasa
(PPO) o tirosinasa (EC 1.14.18.1) es una cu-
proproteina ampliamente distribuida en la natu-
raleza y es la responsable de la melanogénesis
que origina la pigmentacién en animales y el
pardeamiento enzimético en vegetales. La PPO
cataliza dos reacciones en presencia de oxigeno
molecular, la hidroxilacién de monofenoles a o-
difenoles (actividad monofenolasa) y la oxidacién
de o-difenoles a o-quinonas (actividad difenolasa).
A continuacién, las o-quinonas evolucionan me-
diante diversas reacciones no enzimaticas acopla-
das hasta la formaciéon de melaninas. La PPO
oxida a un amplio nimero de monofenoles, o-
difenoles y aminas aromaticas por lo que se trata
de una enzima 1til para el tratamiento de verti-
dos industriales, aguas residuales y suelos conta-
minados por este tipo de compuestos (Wada et
al., 1995). Sin embargo, la aplicacién de PPO en
este sentido presenta una serie de inconvenientes
tales como limitaciones por la concentracion del
oxigeno disuelto y su baja actividad catalitica o
nula con monofenoles, aminas aromdéticas y me-
tales pesados.

Por otra parte, la industria conservera de la
alcachofa origina una gran cantidad de desechos
agricolas o industriales, constituidos principal-
mente por las hojas, el tallo y la parte externa de
la flor (brécteas) de la alcachofa, no aptos para
el consumo humano. A modo de ejemplo, el 70 %
en peso de la flor de la alcachofa corresponde a
desechos no destinados al consumo humano. Sin
embargo, tales desechos se utilizan para la alimen-
tacién animal y estan destinados a la elaboracion
de forrajes ensilados. En la bisqueda de nue-
vas aplicaciones para tales desechos se ha encon-
trado, sorprendentemente, que esos subproduc-
tos poseen una elevada concentracién de PODs
y PPOs.

Compendio de la invencién

La invencidn se enfrenta, en primer lugar, con
el problema de buscar nuevas aplicaciones a los
desechos de alcachofas, los cuales, aunque no son
aptos para el consumo humano, se utilizan para
la alimentacién animal y estdn destinados a la
elaboracién de forrajes ensilados.

La solucién proporcionada por esta invencién
se basa en que los inventores han encontrado, sor-
prendentemente, que los desechos de alcachofas
(Cynara scolymus, L.), que comprenden hojas,
tallo y la parte externa de la flor (brdcteas) de
la alcachofa, poseen una elevada concentracién de
PODs y PPOs.

Puesto que las PODs y las PPOs son en-
zimas que se utilizan ampliamente en el trata-
miento de vertidos industriales, aguas residuales,
lodos y suelos contaminados con fenoles, aminas
aromaticas, haluros orgdnicos y/o metales pesa-
dos, la invencién proporciona, ademés, un método
alternativo para el tratamiento de dichos medios
contaminados basado que comprende el empleo
de un perdxido y un extracto de alcachofa que
contiene PODs y PPOs, o del material del que
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procede dicho extracto.

Por tanto, un objeto de esta invencién lo cons-
tituye un extracto de alcachofa que comprende
PODs y PPOs.

Un objeto adicional de esta invencién lo cons-
tituye un procedimiento para la obtencién de di-
cho extracto de alcachofa que comprende PODs
y PPOs.

Otro objeto adicional de esta invencién lo
constituye el empleo de dicho extracto de alca-
chofa que comprende PODs y PPOs para oxidar
una sustancia téxica seleccionada entre un fenol,
una amina aromatica, un haluro organico, un me-
tal pesado, y sus mezclas, por reacciéon con un
perdxido en presencia de dicho extracto de alca-
chofa hasta convertir a dicha sustancia toxica en
un material no contaminante o menos contami-
nante.

Otro objeto adicional de esta invencién lo
constituye un procedimiento para la descontami-
nacién total o parcial de medios, liquidos, sélidos
y semisodlidos, contaminados con fenoles, aminas
aromdticas, haluros orgdnicos y/o metales pesa-
dos que comprende la adicién opcional de un
peréxido al medio a tratar en presencia de di-
cho extracto de alcachofa que comprende PODs
y PPOs.

Una ventaja de esta invencién radica en que
permite extraer un extracto rico en PPOs y PODs
a partir de un desecho agricola e industrial, util en
aplicaciones medioambientales, y, por otra parte,
el residuo so6lido obtenido tras la extraccién de
dichas actividades enzimaticas se puede utilizar
como material enriquecido en fibra para el con-
sumo animal y humano, o bien como fuente para
la obtencién de otros bioproductos con aplicacio-
nes sanitarias, agroalimentarias o industriales.
Breve descripciéon de las figuras

La Figura 1 es una grafica que muestra la evo-
lucién de la concentracién de 4-clorofenol con el
tiempo en las fracciones descritas en el Ejemplo
2.

La Figura 2 es una grafica que muestra la
evolucién de la concentracién de L-dopa con el
tiempo en las fracciones descritas en el Ejemplo
3.

La Figura 3 es una grafica que muestra el
efecto de la concentracién de extracto de alca-
chofa sobre la oxidacién de paracetamol y mues-
tra la evolucién de la concentracién de paraceta-
mol con el tiempo en las fracciones descritas en el
Ejemplo 4.

La Figura 4 es una grafica que muestra el
efecto de la concentracién de peréxido de hidréoge-
no sobre la oxidacién de paracetamol y muestra la
evolucién de la concentracién de paracetamol con
el tiempo en las fracciones descritas en el Ejemplo
4.

Descripcién detallada de la invencion

La invencién proporciona un extracto de al-
cachofa, en adelante extracto de la invencién,
que comprende enzimas con actividad peroxidasa
(PODs) de alcachofa y enzimas con actividad po-
lifenol oxidasa (PPOs) de alcachofa.

El extracto de la invenciéon puede obtenerse
a partir de tejidos de alcachofa, en particular,
tallos, hojas y bréacteas de alcachofa, mediante un
procedimiento que comprende la extraccién de la
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fraccién soluble en un medio acuoso, rica en di-
chas actividades enzimaticas, mediante un pro-
cedimiento que se describird detalladamente mas
adelante.

En una realizaciéon particular, dichos tallos,
hojas y bracteas de alcachofa forman parte de los
desechos de alcachofa generados por la industria
conservera, por lo que esta invencién supone el
aprovechamiento de un producto de interés (ex-
tracto que comprende PODs y PPOs de alca-
chofa) a partir de un desecho industrial que cons-
tituye una fuente nueva y econémica de dichas
actividades enzimaticas.

De forma mas concreta, el extracto de la in-
vencion puede obtenerse mediante un procedi-
miento en el que material vegetal de alcachofa,
incluyendo hoja, tallo y la parte externa de la flor
(bracteas) se somete a trituracién y homogenei-
zacion en un medio acuoso constituido por agua o
por una disolucién acuosa salina, opcionalmente
tamponado en un intervalo de pH comprendido
entre 3 y 10. Adicional y opcionalmente, dicho
medio acuoso puede contener uno o mas secues-
tradores de fenoles, por ejemplo polivinilpirroli-
dona soluble o carbén activo.

Tras la homogeneizacién, la parte soluble se
separa del residuo soélido por medio de cual-
quier técnica convencional de separacién sélido-
liquido, por ejemplo, por centrifugacién o fil-
tracién, para obtener una primera fraccién solu-
ble (que contiene ambas actividades enziméticas
POD y PPO) y un primer residuo sélido (que
contiene retenido algo de dichas actividades). Di-
cho primer residuo sélido se somete a uno o mas
(generalmente dos) ciclos adicionales de lavado,
homogeneizacién en el medio acuoso previamente
mencionado y separacién s6lido-liquido para ob-
tener un segundo residuo sélido y unas segundas
fracciones solubles (que contienen ambas activi-
dades enziméticas POD y PPO) que, si se desea,
se mezclan con la primera fraccién soluble. Di-
cha primera fraccién soluble junto con, opcional-
mente, dichas segundas fracciones solubles, cons-
tituyen el extracto crudo. Una vez finalizado el
proceso de extraccién, una cantidad igual o su-
perior al 90% de las unidades de POD, e igual o
superior al 60 % de las unidades de PPO se en-
cuentra en dicho extracto crudo. Si se deseara
aumentar la concentracién de POD y PPO en
dicho extracto crudo se podria efectuar una ex-
traccién asistida con detergentes: entre ellos, de-
tergentes no iénicos, tales como Triton X-100 o
Triton X-114, que se adicionarian, por ejemplo, en
una relacién del 1% (p/v) a las disoluciones pre-
viamente descritas. El extracto crudo, asi como el
extracto crudo enriquecido en POD y PPO, pre-
sentan actividades POD y PPO de alcachofa y
constituyen el extracto de la invencion.

El extracto de la invencién, si se desea, se
puede desecar o liofilizar por métodos convencio-
nales, o bien se puede someter a precipitacién
salina, por ejemplo, precipitacién con sulfato
amoénico en una concentraciéon comprendida entre
50% y 90%. En este tltimo caso, el precipitado
se puede someter posteriormente, si se desea, a un
proceso de desalado por cualquier técnica conven-
cional.

En general, se obtienen, aproximadamente
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unas 21.000 unidades de POD (1 unidad de POD
se define como la cantidad de enzima que oxida 1
micromol de ABTS por minuto a pH 4,5 y 25°C)
y 3.700 unidades de PPO (1 unidad de PPO se
define como la cantidad de enzima que oxida 1 mi-
cromol de acido 3,4-dihidroxifenilpropiénico por
minuto a pH 4,5 y 25°C) por kilogramo de alca-
chofa.

Por otra parte, mediante un simple lavado
con agua de dicho segundo residuo sélido se ob-
tiene un material rico en fibra apto para la fa-
bricacién de piensos compuestos para animales,
como fuente de fibra en la alimentacién humana
o como fuente para la obtencién de otros biopro-
ductos con aplicaciones sanitarias, agroalimenta-
rias o industriales.

El extracto de la invencién, liquido o dese-
cado, debido a que comprende PODs y PPOs,
presenta no solo las aplicaciones propias de ambas
actividades enzimaéticas sino que, ademas, como
se mencionard mas adelante, la combinaciéon de
ambas actividades enzimdticas en un mismo ex-
tracto ejerce un efecto sinérgico sobre la descon-
taminacién de medios contaminados con fenoles,
aminas aromdticas, haluros orgénicos y /o metales
pesados.

Asi, de acuerdo con la presente invencién,
una sustancia toxica seleccionada entre un fe-
nol, una amina aromatica, un haluro organico,
un metal pesado y sus mezclas, puede ser oxi-
dada haciéndola reaccionar con un peréxido en
presencia de un extracto de la invencién hasta
convertirla en un material menos contaminante.
Por tanto, el extracto de la invencién es util para
el tratamiento de medios liquidos, semisé6lidos y
solidos, por ejemplo, vertidos o efluentes indus-
triales, aguas residuales, fangos o suelos, contami-
nados con fenoles, aminas arométicas, compues-
tos halogenados, metales pesados o una mezcla de
ellos.

La composicién del extracto de la invencién,
rica en PPOs y PODs, supone una ventaja res-
pecto a los métodos de descontaminacién de me-
dios contaminados que usan sélo PPOs o PODs,
por ejemplo, de soja o de rdbano picante, ya que
se amplia la gama de contaminantes que pueden
ser oxidados y, ademads, permite la disminucién
de la concentracién de peréxido a anadir en el
tratamiento, el cual, en elevadas concentraciones,
puede inhibir tanto a la POD como a la PPO,
inactivando dichas enzimas. La POD y la PPO
de alcachofa oxidan a los compuestos fendlicos y
aminas aromadticas a una mezcla de polimeros o
melaninas, mucho menos téxicos, y que pueden
ser facilmente separados de los medios liquidos a
tratar por filtracién o sedimentacién. La POD de
alcachofa también cataliza la oxidacién unielec-
trénica de haluros organicos y metales pesados.
En el primer caso se producen haluros no téxicos
y en el segundo los metales pesados son oxidados
a sus formas iénicas las cuales pueden ser sepa-
radas por intercambio iénico, quelatacién u otros
procesos. De forma més concreta, la PPO oxida
con mas eficacia a los o-difenoles que a los mono-
fenoles o a las aminas arométicas. Sin embargo, la
POD oxida eficientemente a todos estos sustratos
y a los metales pesados. Ademds, la POD ge-
nera, por oxidacién de monofenoles, compuestos
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difendlicos que son rapidamente oxidados por la
PPO. Esta accién sinérgica entre ambas enzimas
supone una reduccién de la concentracién necesa-
ria de perdéxido y amplia el grupo de sustancias
contaminantes que pueden ser oxidadas. Debido a
la accién de ambas enzimas, las sustancias conta-
minantes son transformadas a compuestos menos
t6xicos y/o polimeros de alto peso molecular que
cuales pueden ser separados por procesos fisicos
como filtracién, intercambio idnico, precipitacién
o decantacion.

En otro aspecto, la invencidn se refiere al em-
pleo del extracto de la invencién para oxidar una
sustancia toxica seleccionada entre un fenol, una
amina aromdtica, un haluro orgdnico, un me-
tal pesado, y sus mezclas, por reaccién con un
peréxido en presencia del extracto de la invencién,
hasta convertir a dicha sustancia téxica en un ma-
terial no contaminante o menos contaminante.

En el sentido utilizado en esta descripcidn,
el término “fenol” se refiere a un compuesto
organico que contiene uno o varios grupos hi-
droxilo unidos a atomos de carbono de un anillo
bencénico o de cualquier otro ciclo aromatico, op-
cionalmente sustituido en cualquier posicién libre
por cualquier sustituyente.

En el sentido utilizado en esta descripcidn,
el término “amina aromdtica” se refiere a un
compuesto aromdético que contiene uno o va-
rios grupos amino unidos a atomos de un anillo
aromatico, opcionalmente sustituido en cualquier
posicion libre por cualquier sustituyente, y en el
que uno o los dos hidrégenos del grupo amino pue-
den estar, opcionalmente, sustituidos por cual-
quier sustituyente.

En el sentido utilizado en esta descripcion, el
término “haluro organico” se refiere a un com-
puesto orgénico resultante de sustituir uno o mas
atomos de hidrégeno de un compuesto organico
por uno o mas atomos de halégeno.

En el sentido utilizado en esta descripcion, el
término “metal pesado” se refiere a metales y me-
taloides de la Tabla Periédica de elementos con
propiedades metalicas y potencialmente téxicos,
por ejemplo, Cd, Hg, Pb, etc. Este término in-
cluye a cualquier forma quimica de dicho metal
en la que se pueda encontrar.

En el sentido utilizado en esta descripcién, la
expresiéon “oxidar una sustancia toxica... hasta
convertir a dicha sustancia téxica en un material
no contaminante o menos contaminante” se re-
fiere a que la sustancia téxica, que es un sustrato
de POD y/o de PPO y ejerce un efecto téxico so-
bre el medio ambiente, es oxidada hasta un punto
en el que deja de ser sustancialmente téxica para
el medio ambiente.

Entre las sustancias téxicas que pueden ser
oxidadas, en medio liquido, por un peréxido en
presencia del extracto de la invencién se inclu-
yen, a titulo meramente ilustrativo, paracetamol,
4-fluorofenol, 3-fluorofenol, 2-fluorofenol, 4-clo-
rofenol, 3-clorofenol, 2-clorofenol, 2,4,6-tricloro-
fenol, 4-bromofenol, 3-bromofenol, 2-bromofenol,
4-iodofenol, 3-iodofenol, 2-iodofenol, fenol, p-cre-
sol, 4-etilfenol, 4-isopropilfenol, 4-terc-butilfenol,
guayacol, p-hidroxianisol, m-hidroxianisol, dime-

toxifenol, 2-cloro-4-metoxifenol, 3,5-dimetoxife-
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nol, 3,4-dimetoxifenol, p-hidroxialcohol bencilico,
p-hidroxibenzaldehido, 4cido p-hidroxibenzoico,
anilina, p-toluidina, o-toluidina, m-toluidina, 4-
amino-N,N’-dimetilanilina, catecol, 4-metilcate-
col, 4-terc-butilcatecol, dopamina, dopa, &acido
3,4-dihidroxibenzoico, cadmio, mercurio o plomo.

En otro aspecto, la invencién proporciona un
método para la descontaminacién total o parcial
de un medio contaminado con fenoles, aminas
aromaticas, haluros organicos, metales pesados y
sus mezclas, en adelante, método de descontami-
nacién de la invencién, que comprende poner en
contacto dicho medio contaminado a tratar con
un peréxido y con un material de alcachofa que
comprende PODs y PPOs, en una cantidad ade-
cuada y bajo unas condiciones apropiadas para
descontaminar total o parcialmente el medio con-
taminado.

En el sentido utilizado en esta descripcién, la
expresién “descontaminacién total o parcial de
un medio contaminado” significa que mediante
el tratamiento aplicado desaparece totalmente el
contaminante o que éste se mantiene a unos ni-
veles practicamente indetectables o bien que éste
se mantiene a una concentracién inferior a la que
se puede considerar téxica o nociva para el medio
ambiente.

En una realizacién particular del método de
descontaminacion de la invencién, dicho medio
contaminado es un medio liquido seleccionado en-
tre efluentes o vertidos industriales, aguas resi-
duales y sus mezclas, y puede contener sélidos
tanto en disolucién como en suspensién. En otras
realizaciones particulares, dicho medio contami-
nado es un medio semisdlido, por ejemplo, un
lodo, o un medio sélido, por ejemplo, un suelo.

El material de alcachofa que comprende PODs
y PPOs se selecciona entre tejidos de alcachofa,
en particular, tallo, hojas y bracteas de alcacho-
fas, desechos de alcachofas y el extracto de la in-
vencion, preferentemente este ultimo. Aunque la
invencién contempla la posibilidad de tratar los
medios contaminados directamente con los dese-
chos de alcachofa, los cuales también comprenden
PODs y PPOs, en general se prefiere el empleo del
extracto de la invencién ya que parte del mate-
rial presente en los desechos de alcachofa se puede
utilizar como suplemento de fibra en alimentacién
animal y humana, con lo que se podria obtener
un mayor rendimiento econdmico si se extrajera
la parte soluble rica en PODs y PPOs de acuerdo
con el procedimiento proporcionado por esta in-
vencion.

La cantidad de extracto de alcachofa necesa-
rio para realizar el método de descontaminacion
de la invencién viene determinada por la activi-
dad enzimética del extracto utilizado y por la na-
turaleza del material contaminante. Aunque las
enzimas (PODs y PPOs) no son consumidas en la
reaccion, ya que actian como catalizadores, siem-
pre es posible una pérdida de actividad por inacti-
vacion. En una realizacién particular, la cantidad
de POD esta comprendida entre 0,2 y 10 unidades
de POD por litro de medio liquido contaminado.
En caso de que se anadiera directamente el tejido
vegetal (tallo, hojas y/o brécteas) de alcachofa,
bien como tal o bien contenido en desechos de
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alcachofa, sobre el medio liquido contaminado a
tratar, la cantidad de tejido vegetal o desecho es-
taria comprendida entre 2,5 y 25 gramos de tejido
de alcachofa o desecho por litro de medio liquido
contaminado.

Para el tratamiento de medios liquidos con-
taminados, mediante el método de descontami-
nacién de la invencion, el extracto de alcachofa se
debe de adicionar en presencia de un peréxido.

En el sentido utilizado en esta descripcidn,
el término “perdxido” incluye a cualquier com-
puesto quimico que contiene el agrupamiento bi-
valente -O-O-, tal como un alquil-peréxido, por
ejemplo, metil-peréxido, etil-perdxido, terc-butil-
peroxido, etc., peréxido de hidrégeno y sus mez-
clas, preferentemente peréxido de hidrégeno.

En general, es aconsejable anadir el peréxido
gradualmente con el tiempo para, por una parte,
impedir la inactivacién de POD y PPO, y, por
otra, suministrar al sistema uno de los sustratos
necesarios para la catdlisis. La concentracién de
perdxido puede estar comprendida entre 0,1 y 10
mmoles de peréxido por litro de medio liquido
contaminado, preferiblemente entre 0,2 y 2 mmo-
les por litro de medio liquido contaminado. Si
la contaminacién es debida a un compuesto o-
difendlico, el método proporcionado por esta in-
vencion podria realizarse sin necesidad de adicio-
nar el peréxido. Sin embargo, se ha visto que la
adicién de peréxido, incluso en estos casos, fa-
cilita la polimerizacién de los productos de oxi-
dacién, probablemente por reacciéon de POD con
intermedios de la ruta de oxidacion de estos o-
difenoles.

Otro aspecto no necesario, pero que aumenta
la eficacia del método de descontaminacion de la
invencién es la agitacién y/o aireacién continua
del medio liquido contaminado a tratar. Esto pro-
duce un mejor contacto del material de alcachofa
que comprende PODs y PPOs, en particular, del
extracto enzimatico de la invencién, con las sus-
tancias toxicas o contaminantes presentes en el
medio a tratar y, ademads, proporciona un sumi-
nistro de oxigeno al sistema, importante para la
actuacién de la PPO.

Se ha comprobado que la POD de alcachofa
es estable a temperaturas de 65°C aproximada-
mente durante mas de 24 horas, mientras que la
PPO solo pierde un 40 % de su actividad en ese
tiempo y a esa temperatura, por lo que el método
de descontaminacién de la invencién se puede rea-
lizar a una temperatura comprendida entre 10°C
y 70°C, aunque, en general, estard condicionado
por la temperatura del medio liquido a desconta-
minar ya que en la mayoria de casos ésta es dificil
de controlar.

La actividad de PPO y POD de los extrac-
tos de alcachofa es dependiente del pH aunque
dichas enzimas presentan una elevada estabilidad
en un amplio intervalo de pH. Aunque estas en-
zimas pueden actuar a un pH comprendido en-
tre 3 y 9, el método de descontaminacién de la
invencién es mas efectivo en un intervalo de pH
comprendido entre 3,5y 7. Por tanto, en general,
antes de iniciar el método de descontaminacién
de la invencién, se contempla la posibilidad de
medir el pH del medio liquido a tratar y efectuar
las correcciones apropiadas, mediante la adicién
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de los acidos o bases necesarios, para mantener
el medio liquido a tratar en un intervalo de pH
apropiado para la realizaciéon del método de des-
contaminacion de la invencién.

En una realizacién particular del método de
descontaminacién de la invencién, especialmente
aplicable en el tratamiento de medios liquidos,
consiste en la inmovilizacién de las PODs y/o
PPOs en soportes sélidos para la fabricacién de
biorreactores. Aunque, en principio, ésto puede
suponer un encarecimiento del método de des-
contaminacion de la invencién, la inmovilizacién
presenta una serie de ventajas, tales como ma-
yor aprovechamiento de las enzimas y mejor con-
trol del proceso catalitico, que podrian justifi-
car esta realizacién. En este caso, el extracto
de la invencién se puede utilizar como fuente de
PPOs y PODs para su inmovilizacién por distin-
tos métodos, como el enlace a soportes sélidos,
el atrapamiento en geles, la encapsulacién en
vesiculas, el entrecruzamiento de moléculas de
enzimas y el confinamiento en biorreactores de
membranas. Entre ellos, estaria el enlace a sopor-
tes como magnetita o concanavalina-A. A modo
de ejemplo, se ha observado que mds del 65%
de la actividad peroxidasa de un extracto de la
invencién se retiene en concanavalina-A, lo que
indica que una alta fracciéon de esta enzima esta
glicosilada. La inmovilizacién del extracto de la
invencién también facilitaria la separacién conti-
nua de los productos finales de la reaccién, ya que
el biorreactor podria estar acoplado a sistemas de
filtracion, afinidad, interaccion hidrofébica, inter-
cambio idénico, quelatacién o reparto.

Algunas sustancias contaminantes que pueden
ser eliminadas de un medio liquido contaminado
mediante el método de descontaminacion de la
invencién son: paracetamol, 4-fluorofenol, 3-fluo-
rofenol, 2-fluorofenol, 4-clorofenol, 3-clorofenol,
2-clorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 4-bromofenol, 3-
bromofenol, 2-bromofenol, 4-iodofenol, 3-iodofe-
nol, 2-iodofenol, fenol, p-cresol, 4-etilfenol, 4-iso-
propilfenol, 4-terc-butilfenol, guayacol, p-hidro-
xianisol, m-hidroxianisol, dimetoxifenol, 2-cloro-
4-metoxifenol, 3,5-dimetoxifenol, 3,4-dimetoxife-
nol, p-hidroxialcohol bencilico, p-hidroxibenzal-
dehido, acido p-hidroxibenzoico, anilina, p-tolui-
dina, o-toluidina, m-toluidina, 4-amino-N,N’-di-
metilanilina, catecol, 4-metilcatecol, 4-terc-butil-
catecol, dopamina, dopa, dcido 3,4-dihidroxiben-
zoico, cadmio, mercurio o plomo. Asimismo,
otras sustancias contaminantes que no sean sus-
tratos de las PODs o PPOs de alcachofa también
podrian ser oxidadas secundariamente por los ra-
dicales libres generados en la actuacién de POD
sobre sus sustratos primarios.

En una realizacién particular del método de
descontaminacién de la invencién, el medio conta-
minado a tratar es un medio semisdlido, tal como
un lodo, o un medio sélido, por ejemplo, un suelo.

Para el tratamiento de lodos y suelos conta-
minados por el método de descontaminacién de
la invencién es més recomendable la adicién de
desechos de alcachofas (tallos, hojas y bracteas)
directamente sobre el lodo o el suelo a tratar. En
estos casos el peréxido podria ser anadido simple-
mente por pulverizaciéon. Una vez descompuesto
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el material vegetal, las PODs y PPOs conteni-
das en los tejidos se liberarian y actuarian sobre
los contaminantes, convirtiéndolos en compuestos
menos téxicos, los cuales no tendrian que ser, ne-
cesariamente, extraidos del suelo.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién
y no deben ser considerados como limitativos del
alcance de la misma. El Ejemplo 1 describe la ob-
tencién de un extracto de alcachofa rico en POD
y PPO, el Ejemplo 2 describe el tratamiento de
agua contaminada por un clorofenol, el Ejemplo 3
describe el tratamiento de agua contaminada por
un difenol, y el Ejemplo 4 muestra el efecto de la
concentracion de extracto de alcachofa y peréxido
de hidrégeno en el tratamiento de agua contami-
nada por paracetamol.

Ejemplo 1
Ezxtraccion y valoracion econdmica

En este ejemplo se describe un método para
la extraccion de un extracto de alcachofa rico en
POD y PPO. Ademas, se realiza una comparacién
econémica entre este método y los descritos para
el tratamiento de sustancias téxicas con peroxi-
dasa de rdbano y con peroxidasa de soja.

Para la obtencién de un extracto de alcachofa
rico en POD y PPO, 150 gramos de bracteas de
alcachofa se congelaron en nitrégeno liquido para
favorecer la trituraciéon y homogeneizacién de este
material rico en fibra. La homogeneizacion se rea-
lizé en 300 ml de tampén fosfato 50 mM pH 7,0
conteniendo cloruro sddico IM y 1% (p/v) de po-
livinilpirrolidona soluble. Después de homogenei-
zar, la parte soluble se separa del residuo sélido
por centrifugacién (9.000 r.p.m. durante 30 mi-
nutos). El residuo sélido se somete a dos ciclos
mas de lavado, homogeneizacién y centrifugacion
en las disoluciones anteriores. Los sobrenadantes
de estas fracciones se juntaron constituyendo el
extracto crudo rico en actividad POD y PPO.

Se realiz6 una extraccién igual a la anterior
pero utilizando 150 gramos de raiz de rabano
picante. Hasta la fecha, y de acuerdo con las
ultimas publicaciones, la raiz del rdbano picante
es la materia vegetal que posee mayor contenido
de peroxidasa. Los inventores han determinado
y comparado la cantidad de peroxidasa extraida
de la raiz del rabano y de las bracteas de la al-
cachofa. Sorprendentemente, este ultimo tejido
sélo tiene la mitad de unidades (21.000 unida-
des por kilogramo) que la raiz del rdbano picante
(43.000 unidades por kilogramo). Por lo tanto,
los desechos de alcachofa presentan una cantidad
de POD comparable a la raiz del rdbano picante.
Pero lo que no es comparable es el precio de es-
tos dos productos. El precio del rdbano picante,
utilizado para el consumo humano, oscila entre
las 300 y 700 pesetas/kg, mientras que los de-
sechos de alcachofa, usados para la alimentacién
animal, tienen un precio medio de 0,5 pesetas/kg.
Esto significa que el tratamiento de vertidos in-
dustriales, aguas residuales y suelos contaminados
mediante extractos de alcachofa resulta unas 500
veces mas econémico que el tratamiento con pe-
roxidasa de rdbano picante. Otra peroxidasa mas
economica usada con este fin es la extraida de los
brotes de soja. Segun una valoracién econémica
anterior (patente norteamericana US 5.178.762)
usar esta proteina es aproximadamente 100 veces
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mas econémico que hacerlo con la de rdbano. Por
lo tanto el método propuesto en esta invencién
es unas 5 veces mas econémico que el propuesto
usando la peroxidasa de soja.

Ejemplo 2

Tratamiento de agua contaminada por un cloro-
fenol

Se disolvieron 0,07 g de 4-clorofenol en 1 ml de
acetona y la disolucion resultante se anadié a 0,4
litros de agua corriente. La disolucién fendlica se
dividié en 4 fracciones de 100 ml y se mantuvieron
a temperatura ambiente y en agitacién continua.
A tiempo cero se les afiadieron los siguientes com-
ponentes:

- FRACCION CONTROL: 2,1 ml de agua
destilada

- FRACCION 1: 2 ml de agua destilada + 0,1
ml de perdéxido de hidrégeno al 7,5% (2 mM en
la disolucién)

- FRACCION 2: 0,1 ml de agua destilada + 2
ml de extracto crudo de alcachofa (0,2 unidades
de POD en la disolucién)

- FRACCION 3: 2 ml de extracto crudo de
alcachofa (0,2 unidades de POD en la disolucién)
+ 0,1 ml de peréxido de hidrégeno 7,5% (2 mM
en la disolucién).

Se recogieron alicuotas de 1 ml a distintos
tiempos. La reaccién se paré por adicién de
0,01 ml de &cido tricloroacético (TCA) al 20 %.
Las muestras fueron filtradas y analizadas por
cromatografia liquida de alta presién (HPLC).
La concentracién de 4-clorofenol se determiné de
acuerdo a una recta patrén realizada con con-
centraciones conocidas de ese compuesto. Como
se puede observar en la Figura 1, la mayor con-
versién de 4-clorofenol correspondié a aquellas
fracciones que contenian el extracto crudo de al-
cachofa y el peréxido de hidrégeno, lo que sig-
nifica que la POD es especialmente activa sobre
este monofenol clorado. La PPO oxida mucha
mas lentamente a este fenol como lo pone de ma-
nifiesto su desaparicién lenta en aquella fraccién
a la que se le adicion6 extracto de alcachofa pero
no el peréxido de hidrégeno.

Considerando largos tiempos de reaccién, la
Tabla 1 muestra la concentracién de 4-clorofenol
(tanto por ciento respecto a la concentracién ini-
cial) a las 2 horas de reaccién en las condicio-
nes descritas anteriormente. Después de 10 horas
las fracciones control y 1 no mostraron ningin
cambio en su color. La fraccién a la cual se
le habla anadido tunicamente extracto crudo de
alcachofa (Fraccién 2), presenté una coloracién
marrén en ese tiempo, mientras que en la que se
anadié conjuntamente el extracto crudo de alca-
chofa y el peréxido de hidrégeno (Fraccién 3) se
formé un compuesto de color amarillo, insoluble
y facilmente separable de la disolucién acuosa por
centrifugacién o filtracion.

TABLA 1
Porcentaje de 4-clorofenol

Fraccién  4-clorofenol (%)
Control 100

1 99

2 64

3 13
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Ejemplo 3
Tratamiento de agua contaminada por un difenol

Se disolvieron 0,04 g del o-difenol, L.-3,4-dihi-
droxifenilalanina (L-dopa), en 0,4 litros de agua
corriente y se repartieron en 4 fracciones de 100
ml cada una, manteniéndose a temperatura am-
biente y en agitacién continua. A tiempo cero se
les anadieron los siguientes componentes:

- FRACCION CONTROL: 1,1 ml de agua
destilada

- FRACCION 1: 1 ml de agua destilada + 0,1
ml de peréxido de hidrégeno al 7,5% (2 mM en
la disolucién)

- FRACCION 2: 0,1 ml de agua destilada + 1
ml de extracto crudo de alcachofa (0,1 unidades
de POD en la disolucién)

- FRACCION 3: 1 ml de extracto crudo de
alcachofa (0,1 unidades de POD en la disolucién)
+ 0,1 ml de peréxido de hidrégeno al 7,5% (2
mM en la disolucién).

Se recogieron alicuotas de 1 ml a distintos
tiempos. La reaccién se pard por adicién de 0,01
mL de TCA al 20%. Las muestras se filtraron
y analizaron por HPLC. La concentracién de L-
dopa se determiné de acuerdo a una recta patrén
realizada con concentraciones conocidas de este
o-difenol. La Figura 2 representa la desaparicion
de L-dopa con el tiempo en todas las fracciones.
En este caso la adicién de peréxido de hidrégeno
no mostré diferencias significativas en catélisis de
este o-difenol por los extractos de alcachofa. Por
lo tanto, en este caso, la PPO fue la que mayo-
ritariamente oxidé al compuesto fenélico. Este
ejemplo muestra cémo la adicién de peréxido de
hidrégeno no es estrictamente necesaria cuando
se quiere limpiar un agua contaminada por un o-
difenol con extracto de alcachofa.

Después de 10 horas de reaccién las Fracciones
2 y 3 evolucionaron a la formaciéon de compues-
tos de color marrén -oscuro e insolubles en medio
acuoso, caracteristicas que definen a las melani-
nas formadas a partir de L-dopa.

Ejemplo 4

Efecto de la concentracion de extracto de alca-
chofa y peréxido de hidrdégeno en el tratamiento
de un agua contaminada por un fdrmaco

En este ejemplo se describe el efecto de la con-
centracion de extracto de alcachofa y de perdxido
de hidrégeno en el tratamiento de un agua conta-
minada por paracetamol (4-acetaminofenol).

Se disolvieron 0,1 g de paracetamol en 0,6 li-
tros de agua corriente. La disolucién conteniendo
este farmaco se dividié en 6 fracciones de 100 ml y
se mantuvieron a temperatura ambiente y en agi-
tacién continua. Tres de estas disoluciones se usa-
ron para determinar el efecto de la concentracién
de extracto de alcachofa y las otras tres para es-
tudiar el efecto de la concentracién de perdxido
de hidrégeno.

4.1 Efecto de la concentracion de extracto de
alcachofa

Las unidades enziméticas anadidas estdn re-
feridas a las unidades de POD. A los 100 ml de
disolucién se les anadieron:

- FRACCION CONTROL: 2 ml de agua des-
tilada + 0,1 ml de per6xido de hidrégeno al 30 %
(8 mM en la disolucién)

- FRACCION 1: 1 ml de agua destilada +
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1ml de extracto crudo de alcachofa (0,1 unidades
de POD en la disolucién) + 0,1 ml de perdxido
de hidrégeno al 30 % (8 mM en la disolucién)

- FRACCION 2: 2 ml de extracto crudo de
alcachofa (0,2 unidades de POD en la disolucién)
+ 0,1 ml de peréxido de hidrégeno al 30 % (8 mM
en la disolucién).

Se recogieron alicuotas de 1 ml a distintos
tiempos. La reaccién se pard por adicién de 0,01
ml de TCA al 20%. Estas muestras fueron fil-
tradas y analizadas por HPLC. La concentracién
de paracetamol se determiné de acuerdo a una
recta patron realizada con concentraciones cono-
cidas de este farmaco. Los resultados se muestran
en la Figura 3. Se puede observar como la adiciéon
de 2 unidades de POD por litro de agua contami-
nada elimina practicamente el 90 % de paraceta-
mol presente en esta agua en aproximadamente 1
hora de reaccion.

4.2 Efecto de la concentracion de perdzido de
hidrdogeno

Las tres fracciones restantes de 100 ml de agua
contaminada conteniendo ese farmaco se sometie-
ron al siguiente tratamiento:

- FRACCION CONTROL: 0,1 ml de agua
destilada + 1 ml de extracto crudo de alcachofa
(0,1 unidades de POD en la disolucién)

- FRACCION 1: 0,075 ml de agua destilada +
1 ml de extracto crudo de alcachofa (0,1 unidades
de POD en la disolucién) + 0,025 ml de peréxido

10

15

25

30

35

40

45

50

55

60

65

de hidrégeno al 30 % (2 mM en la disolucién)

- FRACCION 2: 1 ml de extracto crudo de
alcachofa (0,1 unidades de POD en la disolucién)
+ 0,1 ml de peréxido de hidrégeno al 30 % (8 mM
en la disolucién).

La concentracién de paracetamol se valord
como en el caso anterior y los resultados se mues-
tran en la Figura 4. Esta Figura muestra la nece-
sidad de adicionar pequenas concentraciones del
perdxido para obtener mejores resultados. Esto
es debido al bien conocido efecto de inactivacién
de las peroxidasas por el peréxido. Para evitar
este fenémeno de inactivacion, en algunos casos,
es mas conveniente afiadir pequenas concentra-
ciones del perdxido e ir adicionando éste gradual-
mente con el tiempo.
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REIVINDICACIONES

1. Un extracto de alcachofa (Cynara scoly-
mus, L.) que comprende enzimas con actividad
peroxidasa (PODs) de alcachofa y enzimas con
actividad polifenol oxidasa (PPOs) de alcachofa.

2. Un procedimiento para la obtenciéon de un
extracto de alcachofa segin la reivindicacién 1,
que comprende la extracciéon de dicho extracto
mediante homogeneizacion de tejidos de alcachofa
en un medio acuoso.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 2,
en el que dichos tejidos de alcachofa comprenden
tallos, hojas y bréacteas de alcachofa.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en
el que dichos tallos, hojas y bracteas de alcachofa
forman parte de los desechos de alcachofa gene-
rados por la industria conservera de alcachofas.

5. Procedimiento seguin la reivindicacion 2,
en el que dicho medio acuoso estéd constituido por
agua o por una disolucién acuosa salina, opcio-
nalmente tamponado en un intervalo de pH com-
prendido entre 3 y 10.

6. Procedimiento segun la reivindicacién 2, en
el que dicho medio acuoso comprende, ademas,
uno o mas secuestradores de fenoles.

7. Procedimiento segin la reivindicacion 2,
que comprende la trituracion de dichos tejidos de
alcachofa previa a la homogeneizacién de los mis-
mos.

8. Procedimiento seguin la reivindicacion 2,
que comprende la separacién, tras la homoge-
neizacién, de la parte soluble del residuo sélido,
mediante un proceso de separacién sélido-liquido
convencional, para obtener una primera fraccién
soluble y un primer residuo sélido.

9. Procedimiento segun la reivindicacién 8, en
el que dicha separacién sélido-liquido se realiza
por centrifugacién o por filtracién.

10. Procedimiento segin la reivindicacion 8,
en el que dicho primer residuo sélido se somete
a uno o mas ciclos adicionales de lavado, homo-
geneizacion en medio acuoso y separacion solido-
liquido, para obtener un segundo residuo sélido
y unas segundas fracciones solubles que, opcio-
nalmente se mezclan con dicha primera fraccién
soluble y constituyen un extracto crudo que com-
prende PODs y PPOs.

11. Procedimiento segun la reivindicacién 10,
que comprende, ademads, efectuar sobre dicho ex-
tracto crudo una extracciéon con detergentes.

12. Procedimiento segun la reivindicacién 2,
que comprende, ademds, desecar o liofilizar el ex-
tracto obtenido.

13. Procedimiento segin la reivindicacion 2,
que comprende, ademas, someter a precipitacién
salina al extracto obtenido, seguido de, opcional-
mente, desalado del producto resultante.

14. Procedimiento segun la reivindicacién 10,
en el que dicho segundo residuo sélido se somete a
un lavado con agua para obtener un material rico
en fibra adecuado para la fabricacién de piensos
compuestos para animales, como fuente de fibra
en la alimentaciéon humana o como fuente para la
obtencion de bioproductos con aplicaciones sani-
tarias, agroalimentarias o industriales.

15. Un procedimiento para oxidar una sustan-
cia téxica seleccionada entre un fenol, una amina
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aromética, un haluro organico, un metal pesado,
y sus mezclas, que comprende hacer reaccionar
dicha sustancia téxica con un perdéxido en presen-
cia de un extracto de alcachofa segin la reivindi-
cacion 1, u obtenible por un procedimiento segin
cualquiera de las reivindicaciones 2 a 14, hasta
convertir a dicha sustancia toxica en un material
no contaminante o menos contaminante.

16. Un método para la descontaminacion to-
tal o parcial de un medio contaminado con feno-
les, aminas aromaticas, haluros organicos, meta-
les pesados y sus mezclas, que comprende poner
en contacto dicho medio contaminado a tratar con
un peréxido y con un material de alcachofa que
comprende PODs y PPOs; seleccionado entre de-
sechos de alcachofas y un extracto de alcachofa
segun la reivindicacién 1, u obtenible por un pro-
cedimiento segin cualquiera de las reivindicacio-
nes 2 a 14, en una cantidad adecuada y bajo unas
condiciones apropiadas para descontaminar total
o parcialmente el medio contaminado.

17. Método segun la reivindicacién 16, en el
que dicho medio contaminado es un medio liquido
seleccionado entre efluentes o vertidos industria-
les, aguas residuales y sus mezclas.

18. Método segun la reivindicacién 17, en el
que dicho material de alcachofa que comprende
PODs y PPOs es dicho extracto de alcachofa.

19. Método segun la reivindicacién 18, en el
que el extracto de alcachofa se anade sobre el me-
dio liquido a tratar en una cantidad tal que con-
tiene entre 0,2 y 10 unidades de POD por litro de
medio liquido contaminado.

20. Método segun la reivindicacién 17, en el
que dicho material de alcachofa que comprende
PODs y PPOs es dicho desecho de alcachofa.

21. Método segun la reivindicacién 20, en el
que el desecho de alcachofa se anade sobre el me-
dio liquido a tratar en una cantidad comprendida
entre 2,5 y 25 gramos de desecho de alcachofa por
litro de medio liquido contaminado.

22. Meétodo segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 16 6 17, en el que dicho perdxido se
selecciona entre un alquil-peréxido, perdéxido de
hidrégeno y sus mezclas.

23. Método segun la reivindicacion 22, en el
que dicho perdxido se adiciona de forma gradual
con el tiempo.

24. Método segun la reivindicacion 22, en el
que dicho peréxido se adiciona en una concen-
tracién comprendida entre 0,1 y 10 mmoles de
peréxido por litro de medio liquido contaminado.

25. Método segun la reivindicacion 24, en
el que dicho perdxido se adiciona en una con-
centracion comprendida entre 0,2 y 2 mmoles de
peréxido por litro de medio liquido contaminado.

26. Método segun la reivindicaciéon 17, que
comprende, ademds, la agitacién y/o aireacién
continua del medio liquido contaminado a tratar.

27. Método segun la reivindicacién 17, en el
que la temperatura estd comprendida entre 10°C
y 70°C.

28. Método segun la reivindicacion 17, en el
que el pH del medio liquido contaminado a tratar
estd comprendido entre 3 y 9.

29. Método segun la reivindicacion 28, en el
que el pH del medio liquido contaminado a tratar
estd comprendido entre 3,5y 7.
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30. Método segun la revindicaciéon 17, que
comprende, ademads, medir previamente el pH del
medio liquido a tratar y efectuar las correcciones
apropiadas, mediante la adicién de los acidos o
bases necesarios, para mantener el medio liquido
a tratar en un intervalo de pH comprendido entre
3y9.

31. Método segun la reivindicacién 17, que
comprende la inmovilizacién de las PODs y/o
PPOs presentes en dicho extracto de alcachofa
mediante enlace a un soporte sélido, atrapa-
miento en geles, encapsulaciéon en vesiculas, en-
trecruzamiento de moléculas de enzimas y confi-
namiento en biorreactores de membranas.

32. Método segun la reivindicacion 31, en el
que el enlace a un soporte sélido se realiza sobre
magnetita o concanavalina-A.

33. Método segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 17, 31 6 32, en el que el biorreactor
que comprende la enzima soluble o inmovilizada
estd acoplado a un sistema de filtracién, afinidad,
interaccion hidrofébica, intercambio iénico, que-
latacion o reparto.

34. Método segun la reivindicaciéon 17, en el
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que el contaminante presente en el medio liquido
contaminado se selecciona entre paracetamol, 4-
fluorofenol, 3-fluorofenol, 2-fluorofenol, 4-clorofe-
nol, 3-clorofenol, 2-clorofenol, 2,4,6-triclorofenol,
4-bromofenol, 3-bromofenol, 2-bromofenol, 4-
iodofenol, 3-iodofenol, 2-iodofenol, fenol, p-cresol,
4-etilfenol, 4-isopropilfenol, 4-terc-butilfenol, gua-
yacol, p-hidroxianisol, m-hidroxianisol, dimeto-
xifenol, 2-cloro-4-metoxifenol, 3,5-dimetoxifenol,
3,4-dimetoxifenol, p-hidroxialcohol bencilico, p-
hidroxibenzaldehido, &cido p-hidroxibenzoico,
anilina, p-toluidina, o-toluidina, m-toluidina, 4-
amino-N,N’-dimetilanilina, catecol, 4-metilcate-
col, 4-terc -butilcatecol, dopamina, dopa, acido
3,4-dihidroxibenzoico, cadmio, mercurio, plomo y
sus mezclas.

35. Método segun la reivindicacion 16, en el
que dicho medio contaminado se selecciona entre
un medio semisé6lido y un medio sélido.

36. Método segun la reivindicacion 35, en el
que el material de alcachofa que comprende PODs
y PPOs es desecho de alcachofa y el perdxido se
anade por pulverizacién.
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