OXIDACION DE p-CRESOL CON ABTS PREVIAMENTE OXIDADO CON LACASA
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Introduccion. Los fenoles frecuentemente son sustancias
toxicas, se encuentran en desechos de industrias como la
papelera, de pesticidas, tratamiento de madera, quimica y
petroquimica, entre otras (1). Su oxidacion es un tema de
mucho interés por sus implicaciones ambientales; asi, se han
probado varios métodos para tratar efluentes industriales
contaminados, como son el uso de hipoclorito de sodio,

aungue éste tiene el inconveniente que favorece laformacion
de policlorobencenos, que son carcinogénicos; otro método
es con peroxido de hidrégeno (2). También se ha propuesto
usar enzimas como peréxidasas y lacasa; ésta Ultimatiene la
ventaja de usar oxigeno en lugar de H,O, como aceptor de
electrones, pero a veces requiere el uso de mediadores
quimicos, como € &cido 2,2 -azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico) (ABTS) o el hidroxibenzotriazol (HBT) (3).

Sin embargo, se sabe poco de la accion de éstos mediadores
sobre los sustratos finales, por |o que el objetivo del presente
trabgjo fue estudiar la oxidacion del p-cresol con el ABTS
oxidado enziméticamente, en ausenciade laenzima

Metodologia La lacasa, de Myceliophthora thermophila
expresada en Aspergillus oryzae se purificod precipitandola
con acetona 'y se inmovilizé en silicato para obtener ABTS
oxidado libre de enzima. Se incubaron diferentes colorantes
con ABTS oxidado, sin enzima, y se monitorearon espectro
fotométricamente y con cromatografia en placa fina para ver
la existencia de reaccién quimica; se usaron placas de silica
60F ,5, Yy fase mévil con 35 partes de butanol - 5 partes de
etanol y 10 partes de agua. La cinética, estequiometria y
seguimiento de la reaccion se determind en e
espectrofotémetro a25° C.

Resultados y discusion. Inmovilizando la enzima se obtiene
una mezcla acuosa de ABTS oxidado y reducido en propor
cion 40: 60 respectivamente. De la prueba de oxidacién de los
colorantes, se observé que no sufrieron cambio espectral el
amaranto, naranja ll, rojo cresol, rojo 4 y trapeolin. Donde si
hubo cambios fue en: p-cresol, con el que se forma un
compuesto que absorbe a longitud de onda diferente; con el
indigo se observa decoloracién y desaparicion de un pico en
el espectro de absorcion y con azul coomassie se desplaza el
pico de absorcién méxima hacia una longitud de onda ma-
yor; se reafirmé que hay reaccion usando cromatoplacas. Por
conveniencia experimental se eligié a p-cresol para ahondar
en la cinética del ABTS oxidado. Este compuesto fendlico
con ABTS oxidado da origen a menos a dos productos colo-
ridos, uno de ellos es el 4a, 9b-dihidro-8, 9b-dimetil- 3(4H)-

dibenzo furanona (4). Esta reaccion no se produce con p-
cresol y lacasa, ni con p-cresol y peroxido de hidrégeno con
acido fosfotungstico. Al hacer barridos del progreso de la
reaccion se observé que con p-cresol y ABTS oxidado, se
consume todo el ABTS oxidado y aumenta el pico & la
longitud de onda del ABTS reducido, ( figura 1). Si se
adiciona 0.5 U/ml de enzima libre, no se consume todo el
ABTS oxidado y ademés hay un incremento de 4 veces en la
velocidad de formacién de productos, comparado con el
sistemasin enzima.

La cinética de consumo de ABTS oxidado con p-cresol sigue
& modelo: Vo = 0.081M % seg * [ABTS 0] [p-cresol] **

y laestequiometriaes 2 mol de ABTS por mol de p-cresol
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Fig. 1. Espectros de absorcion deluz  a) Mezcla de ABTSreducido
yoxidado(___) b) p-cresol con ABTS oxidado (---) ¢) p-cresol con
ABTSoxidado y lacasa (X X X)

Conclusiones. El ABTS oxidado es una especie estable
capaz de actuar por si sola como oxidante. Una ventaja de
ello seria el uso del ABTS oxidado en presencia de agentes
desnaturalizantes de la lacasa. Asi ademés se podria ampliar
el espectro de compuestos oxidables por la lacasa Estos
resultados sirven para entender mejor el proceso complejo
de oxidacion de fenoles catalizado por lacasa usando
mediadores;, ademés, esto podria tomarse en cuenta para
futuros estudios del reciclamiento del ABTS.
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