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Introduccién. El contenido de zufre de las diferentes
corrientes de petréleo es cada vez menor debido a a
presién de la normatividad ambiental internacional. Ello
ha llevado a su vez al desarrollo de instrumentos vy
metodologias altamente sensibles y rapidas para su
deteccion y cuantificacion.

En este trabajo se presenta una metodologia biocatalitica
que permite cuantificar azufre en diesel de manera
rapida, exacta, reproducible, precisa y sensible. La
estrategia consiste en oxidar enzimaticamente a la
muestra de diesel, registrar selectivamente la intensidad
de la emision de luz de los azufrados oxidados, y
cuantificarlos con base a una curva de calibracion del
estandar de azufre 4,6 dimetil dibenzotiofeno (DMDBT).

Metodologia. Se llevo a cabo la oxidacion de 5 dieseles
previamente desulfurados con la enzima cloroperoxidasa
usando peroxido de hidrégeno como agente oxidante. La
muestra oxidada se excité a 240 nm, y se registré la
intensidad de emisiéon a 390 nm. Se prepardé una curva
de calibraciéon con un compuesto modelo de azufre en
diesel, DMDBT (recalcitrante a la desulfurizacion). Para
ambas muestras se utilizé perdxido de hidrogeno en un
sistema amortiguado pH 3 60 mM. A partir de la curva de
calibracion de calculé el contenido de azufre y se valido
con el valor obtenido por la técnica estandar de
Fluorescencia de Rayos X.

Resultados. La cloroperoxidasa tiene la capacidad de
oxidar los compuestos aromaticos presentes en el diesel,
resultando en productos oxidados con diferentes
propiedades  espectréscopicas. El 4,6 dimetil
dibenzotiofeno, muestra una banda de emisiéon de luz
desplazada alrededor de 30 nm hacia el rojo (de 350 a
380 nm) (Fig. 1a), lo que permitiria su deteccion y
cuantificacion de manera selectiva en el diesel, ya que el
resto de aromaticos y policiclicos no muestran esta
banda (Fig 1b,c,d). El rango de concentraciéon adecuado
para deteccion y cuantificacion fue en el érden de ug/L, lo
que en principio indica alta sensibilidad de la metodologia
(Fig. 2a).

Los dieseles oxidados enzimaticamente mostraron
espectros de emision similares al compuesto modelo, con
la apariciéon de una banda maxima de emisién a 388 nm
(Fig. 1 e, f). Los valores obtenidos del contenido de
azufre en los dieseles usando la curva de calibracién del
DMDBT, y se compararon con los valores reales
obtenidos por Fluorescencia de rayos X, el resultado
indica una excelente aproximacion, con un coeficiente de
correlacién de 0.95 (Fig. 2b).

De acuerdo con la curva de calibracion, los limites de
detccion y cuantificacion fueron calculados como 3 y 10
veces la desviaciéon estandar de las mediciones del
blanco (cero concentracién de azufre, el cual fue tomado
como el intersecto de la recta), por lo que los valores
obtenidos fueron 0.84 ppm and 3.8 ppb, respectivamente.
Las reacciones son llevadas a cabo en 2 minutos, y los
valores de las desviaciones estandar relativas fueron
menores al 3 %.
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Fig. 1. Espectro de emision del DMDBT (a) carbazol (b), antraceno (c),

mezcla de estos compuestos (d), dieseles (e, f), antes (1) y después (2)
de ser oxidados enzimaticamente.
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Fig. 2. (a) Curva de calibracion del DMDBT oxidado. (b) Curva de
valores de contenido de azufre reales contra calculados de los
diferentes diesles ensayados
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Conclusiones. La metodologia bicoatalitica desrrollada
resulta ser rapida, sensible, precisa, y exacta, lo que
permite visualizar un eventual biosensor a base de
cloroperoxidasa.
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