OXIDACION DEL DIBENZOTIOFENO MEDIANTE LA ENZIMA LACASA, UTILIZANDO EL ABTS COMO
MEDIADOR, EN UN SISTEMA AGUA-ACETONITRILO
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Introduccién.  Entre  los  principales  compuestos
contaminantes que estan presentes en los combustibles
fosiles se encuentran los hidrocarburos aromaticos
policiclicos como el dibenzotiofeno (DBT) que contiene
azufre y por ello es deseable eliminarlo del combustible. Por
giemplo: mediante su oxidacion por la enzima lacasa (EC
1.10.3.2) utilizando mediadores tales como d 1-
hidroxibenzotriazol (1-HBT) y € &cido 2,2° azino-bis(3-
etilbenztiazolin-6-sulfonico) 6 ABTS. Magjcherczyk y col.
(1998) lograron oxidar acenaftileno, antraceno,
benzo[a]pireno, acenafteno, naftaleno y fluoreno con 1-
HBT®. Collins y col (1996) utilizaron & ABTS para oxidar
antraceno y benzo[a]pireno®. Bressler y col. (2000)
redlizaron la oxidacién del DBT catalizada por lacasa

utilizando una mezcla de tHBT y ABTS®. El objetivo del
presente trabajo fue oxidar el DBT mediante la enzima lacasa, en un
sistema agua-acetonitrilo y un solo mediador.

Metodologia. Se us¢ la enzima lacasa purificada de la preparacion
DeniLite Il S (Novo). La determinacién de la actividad enzimatica
del ABTS se realiz6 por espectrofotometria. La oxidacion del DBT se
efectu6 con la enzima lacasa (4 U/mL) y el mediador ABTS (1.5 mM)

con 15% acetonitrilo y 25 MM de DBT usando un amortiguador de
acetatos 0.1 M pH 5, temperatura 40° C*. Se analizaron los productos
por la cromatografia liquida (HPLC) 4.

Resultados y Discusion. En la Gréfica 1se presenta la

cinética de oxidacion del ABTS por la enzima lacasa. Los
parametros cinéticos fueron: Ky = 0.037 mM V,,., = 6.63 nmol/min,
con 7.04x10° mg/mL de proteina y k.. = 1330 mol ABTS/mol E s.
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Gréafica 1- Velocidad de oxidacion de ABTS vs concentracion de
ABTSinicial.

En la Grafica 2 se muestran los cromatogramas de la
reaccion del DBT con la enzima lacasa utilizando el

mediador ABTS. Durante el transcurso de la reaccion, la
concentracion del DBT disminuyé y se generaron productos que
tuvieron tiempos de retencién mayores que los del DBT
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Gréfica 2.- Cromatografia liquida (HPLC) de la reaccion de
oxidacion del DBT con la enzima lacasa y ABTS Los picos
identificados corresponden a: @) ABTS, b) DBT y ¢) productos de
reaccion del DBT.

en la columna Gg de fase reversa y por lo tanto fueron menos
polares que éste. Esto sugiere que pueden ser polimeros derivados
del DBT y quizas del ABTS, ya que la lacasa genera radicales libres
que pueden polimerizar. El’maximo avance de la reaccion fue la
desaparicién completa del DBT después de 72 h de incubacion.

Conclusiones. A diferencia de Bressler y col. (2000) que lograron

oxidar solo el 60 % del DBT. Aqui se logr6 oxidar totalmente 25 NV
de DBT utilizando Gnicamente el mediador ABTS. Por tanto serfa
posible usar esta reaccién para eliminar el DBT de los combustibles
si se optimizaran las condiciones del proceso.
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