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Resumen

RESUMEN

Este trabajo pretende comparar la velocidad y rendimiento de la oxidacién del dibenzotiofeno

(DBT) por dos métodos alternativos:

a) La oxidacién mediada por el acido 2,2’-azinobis-(3-etil benztiazolin-6-sulfénico) o
(ABTS) con la participacion catalitica de una enzima oxidasa (lacasa), el oxigeno
como aceptor final de electrones y el DBT como el donador de ellos.

b) La oxidacion del DBT por la accion del acido fosfotiingstico oxidado previamente por

peréxido de hidrogeno.

La justificacion de este estudio, radica en la necesidad de encontrar métodos alternativos a la
reduccidn catalitica de los compuestos azufrados presentes en los combustibles, para que estos
se ajusten a las nuevas normas ambientales de menos de 50 ppm de azufre y se reduzca la
contaminacion de 6xidos de azufre generados durante el funcionamiento de motores de trabajo
pesado, que actualmente operan utilizando combustibles con un contenido de mas de 350 ppm

de azufre.

La hidrogenacién de los compuestos azufrados, permite remover la mayor parte de estos en
forma de H,S, pero conforme se agotan los mercaptanos sencillos de tipo alifético, se vuelve
cada vez maés dificil reducir el azufre asociado a compuestos arométicos como el DBT. Para lo
cual se requiere de reactores que deben estar sometidos a méds de 50 atm, dando por resultado

un proceso caro, dificil de controlar y operar.

La ruta alternativa es la oxidativa, ya sea por la acciéon de los peroxidcidos formados al
reaccionar el peroxido de hidrégeno con algunos compuestos como el acido fosfotungstico, o
la formacién de radicales libres estables tipo ABTS oxidado, promovidos por la accion
catalitica de enzimas oxidasas como la lacasa. De esa forma, el DBT o sus isémeros alquilados
pueden oxidarse, transformdndose en sulfonas de los respectivos compuestos azufrados, las
cuales son mds polares y pueden extraerse por lixiviacion del diesel, mediante algtin solvente

polar como el metanol o el etanol.



Resumen

En esta tesis se investigaron las condiciones necesarias para que la cinética de oxidacién del
DBT promovida por la enzima lacasa tuviera lugar. Se demostré la necesidad de tener una
elevada proporciéon de oxigeno por mol de ABTS (R=[O,]/[ABTS], R>50) para obtener
resultados reproducibles que llegaran a la oxidacién practicamente total de 25 uM de DBT con

una constante cinética de pseudo primer orden k= -6.26 x 10™* min™".

También se aportaron datos preliminares que han sido confirmados por el trabajo de M. Solis
(tesis doctoral, 2004) en los que se indica que el ABTS actia como oxidante directo del
sustrato en ausencia de la enzima, pero que en el caso del DBT, esa reaccién es muy lenta para

ser detectada sin el apoyo de la lacasa.

Finalmente se demostré que el dcido fosfotingstico puede ser un catalizador adecuado para
remover el azufre orgdnico, la reaccion en hexano utilizando 25 mM de perdxido de
hidrégeno, ocurre a presion atmosférica y temperatura de 40 °C con una velocidad k=-6.14
x10” min"'. Ademds, se pudieron remover los compuestos azufrados del diesel comercial a
concentraciones por debajo de los limites de deteccién del aparato de fluorescencia de rayos X

al realizar la reaccion en presencia de etanol y después de un lavado con este solvente.

Esta tesis tiene dos conclusiones principales:

a) La catélisis homogénea con el acido fosfotungstico, promovido por perdxido de
hidrégeno, ofrece un proceso alternativo a la reduccion catalitica para la
desulfurizacién del diesel.

b) El paso limitante de la oxidacién del DBT promovido por la enzima lacasa, es la
accion del intermediario, y por ello, es la etapa que debe mejorarse para obtener un

proceso alternativo para la desulfuracion del diesel.
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INTRODUCCION

Actualmente las nuevas regulaciones ambientales exigen para el contenido de azufre en diesel
menos de 40 ppm en Europa para el 2005, y menos de 15 ppm en Estados Unidos para el
2006. La actual tecnologia para reducir el contenido de azufre es la hidrodesulfuraciéon (HDS),
proceso que requiere altas presiones y temperaturas, en reactores cataliticos de gran volumen.

Sin embargo, esta tecnologia es costosa para las refinerias (Te et al., 2001).

La bisqueda de nuevas tecnologias para reducir el contenido de azufre del diesel, esta dirigida
a procesos en los cuales las condiciones de operacion sean suaves, tales como presion
atmosférica y temperaturas no por arriba de 60°C, con catalizadores de preferencia bioldgicos
0, en el caso de los de origen quimico, que no sean téxicos. En condiciones tales que la
reaccion catalitica ocurra en un medio practicamente libre de agua. Ademds, que los productos
de la oxidacién del azufre puedan ser separados por operaciones unitarias sencillas, tales como

una extraccion liquido-liquido o destilacion.

Una de las nuevas tecnologias promisorias, es la desulfuracion oxidativa del diesel. Para ello,
se ha investigado la posible utilizacién de algunos catalizadores bioldgicos para oxidar los
compuestos azufrados como el dibenzotiofeno. Entre estos catalizadores se encuentran la
peroxidasa, cloroperoxidasa, lignina peroxidasa, hemoglobina, citocromo P-450 y lacasa
(Doerge, 1986; Kobayashi et al., 1986; Colonna et al., 1992; Ayala et al., 1998; Torres y
Vazquez-Duhalt, 2000; Fukushima et al., 1978; Bressler et al., 2000).

De los catalizadores anteriores, las peroxidasas son las més efectivas, pero con la desventaja
que no son estables, ya que pierden rdpidamente su actividad por la presencia del peréxido de

hidrégeno utilizado como agente oxidante.

Entre los catalizadores quimicos utilizados para la desulfuracion oxidativa en presencia del
peroxido de hidrégeno tenemos el 4cido fosfotiingstico, ejemplo de compuestos
polioxometdlicos con una estructura tal como H3PM,049 donde M= Mo(VI) 6 W(V]) (Yazu

et al., 2001; Te et al., 2001; Mei et al., 2003). Asi como compuestos de hierro (III) llamados
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TAML [tetra amido macrocyclic ligand] (Hangun et al., 2002). Ademas de diferentes
catalizadores a base de Mo, Mg, Ti y Va (Wang et al., 2003; Palomeque et al., 2002; Hulea et
al., 2001; Anisimov et al., 2003). Entre estos catalizadores, los mds promisorios, tanto por su
actividad y estabilidad son los TAML (Hangun et al., 2002). También se han utilizado
peroxidcidos orgdnicos como los formados por los 4cidos férmico, acético y propionico en

presencia del per6xido de hidrégeno (Te et al., 2001).

Los compuestos azufrados que resultan menos reactivos para el proceso de hidrodesulfuracién
son el dibenzotiofeno y sus derivados, disminuyendo la reactividad en el siguiente orden BT >
DBT > 4-metil DBT > 4,6-dimetil DBT. En el caso de la desulfuracion oxidativa las
reactividades de estos compuestos azufrados son a la inversa, disminuyendo su reactividad en
el siguiente orden: 4,6- dimetil DBT > 4- metil DBT > DBT > BT (Te et al., 2001; Hangun et
al., 2002).

Durante el proceso de la desulfuracion oxidativa, los compuestos azufrados se oxidan a sus
respectivos sulfoxidos y sulfonas, lo que aumenta su polaridad y modifica algunas de sus
propiedades tales como su punto de ebullicién, permitiendo ser separados por operaciones
unitarias sencillas tales como la extraccion con solventes o la destilacion fraccionada (Mei et

al., 2003).

Actualmente, el problema de la desulfuracién del diesel parece estar llegando a su fin, sin
embargo, es necesaria la bisqueda de catalizadores atin mas econémicos, estables, con alta
actividad, que puedan inmovilizarse sobre un soporte para su reutilizacion y que no sean

téxicos o peligrosos para la salud humana al ser depositados en el medio ambiente.
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La remocién de azufre del petréleo es necesaria tanto por razones industriales como
ambientales. El azufre presente en los productos del petréleo envenena los convertidores
cataliticos, corroe partes de la maquinaria de combustién interna por la formacién de oxidcidos
del azufre y contamina el aire. El método convencional de reducir el contenido de azufre es la
hidrodesulfuraciéon (HDS) catalitica. Por este método, el hidrégeno y los compuestos
organicos azufrados reaccionan a alta temperatura, T =320-420 °C y alta presién parcial de
hidrégeno, P= 49-148 atm, produciendo H,S que se separa del liquido y se puede oxidar a
sulfato (Hangun et al., 2002). La completa remocién de azufre presente en el petréleo como
sulfuros, disulfuros y mercaptanos es un proceso relativamente facil y econdmico. Sin
embargo, los benzotiofenos y dibenzotiofenos (DBTs) son dificiles de remover por este

proceso, particularmente el 4-metil dibenzotiofeno y el 4,6-dimetil dibenzotiofeno.
2.1 Dibenzotiofeno

El dibenzotiofeno es un compuesto recalcitrante con un peso molecular de 184.26, tiene un
coeficiente de particiéon Log(P) = 4.49 (Van Mouwerik, et al., 1997). Es soluble en disolventes
no polares como hexano, y poco polares como acetonitrilo, acetona y en alcoholes calientes.

Su punto de ebullicion esté entre 332-333°C y su punto de fusion entre 97-100°C.

§ )

S

Figura 2.1.- Estructura molecular del dibenzotiofeno

Se encuentra presente en gasolinas y diesel, contaminando con aproximadamente 500 mg S/L.
Son muy pocos los microorganismos que lo pueden degradar, entre ellos tenemos:
Pseudomonas (Luo et al., 2003), Rhodococcus (Maghsoudi et al., 2001), Acinetobacter
(Marzona et al., 1997), Desulfovibrio (Bahrami et al., 2001).
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2.2 Enzima lacasa

Esta enzima pertenece al grupo de las oxidasas de polifenoles (Thurston, 1994) y se encuentra
presente en plantas superiores tales como Rhus vernicifera, Rhus succedanea, Lactarius
piperatus y Prunus persica. También esta presente en hongos tales como Polyporus versicolor
A, B, Pleorotus, Pholiata, Podospora anserina, Neurospora crassa, Aspergillus nidulans,
hongos de la pudriciéon blanca y Pyricularia oryzae. (Gardiol et al., 1998). La enzima lacasa
no es especifica a un solo sustrato, y la gama de sustratos que puede oxidar varia de una
lacasa a otra (Thurston; 1994). Los sustratos pueden ser por ejemplo fenol, orto y para
difenoles, hidroquinona, catecol, guayacol, 2,6-dimetoxifenol, diaminas, aminofenoles como
p-fenilendiamina y 4cido ascorbico, entre otros (Gardiol et al., 1998., Thurston; 1994). El
sustrato siringaldazina [N, N’-bis(3,5-dimetoxi-4 hidroxibenzilideno hidrazina)] se considera
que puede ser oxidado unicamente por la enzima lacasa (Thurston; 1994). Asi, varios
compuestos organicos los cuales contienen grupos hidroxilo, acido, o grupos amino pueden

funcionar como sustratos (Gardiol ef al., 1998).

La funcion biologica de esta enzima ain no es clara. Ha sido implicada en diferentes procesos
tales como esporulacion, produccion de pigmentos y degradacion de lignina (Coll et al.,
1993). En el caso de los hongos, todas las enzimas involucradas en la degradacion de lignina
tales como lignino peroxidasa, manganeso peroxidasa, peroxidasas independientes de
manganeso y oxidasas que generan H,O» (Heinzkill et al., 1998), producen moléculas
altamente reactivas (y por lo tanto toxicas) de las cuales el micelio del hongo debe ser
protegido. Esta puede ser una de las funciones de lacasa promoviendo la polimerizacion de

estos compuestos antes de que entren a la hifa (Thurston; 1994).

La enzima lacasa contiene cuatro iones cobre: un Cu tipo 1 (T1), un Cu tipo 2 (T2) y dos
iones Cu tipo 3 (T3). En sus estados oxidados los cobres T1 y T2 exhiben sefiales especificas
en espectros de resonancia paramagnética de electrones (EPR). Por el contrario, los dos iones
cobre T3 no son paramagnéticos. El cobre T1 en su estado oxidado absorbe fuertemente la luz
a 610 nm (Andreasson y Reinhammar; 1976) mientras que los iones cobre T3 lo hacen a 340

nm (Andreasson et al., 1976).
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El cobre T1 esta unido a un azufre de un residuo de cisteina, a dos grupos imidazol de
residuos de histidina y un azufre de residuo de metionina. El cobre T2 esta unido a al menos
dos grupos imidazol de dos residuos del aminoacido histidina (Lu et al., 1992). Los cobres T3

estan unidos a tres nitrogenos de los cuales al menos uno es de un grupo imidazol de residuo

del aminoacido histidina y a un cuarto ligando que puede ser HO u OH- (Cline et al., 1983).

2.3 Mecanismo de reaccion

La enzima lacasa oxida los sustratos al remover un electron por vez y genera radicales libres
los cuales pueden polimerizarse (Bourbonnais y Paice; 1990). La enzima almacena electrones
de reacciones de oxidacion individuales y en su estado totalmente reducido contiene un total
de cuatro electrones, asi, la enzima puede transferir estos electrones al oxigeno molecular para

formar agua (Andreasson ef al., 1976).

El Cu T1 es el aceptor primario de electrones y al menos uno de los dos electrones requeridos
para reducir el sitio T3, aceptor de un par de electrones, procede de este sitio (Andreasson y
Reinhammar; 1976). La velocidad de reaccion del Cu T1 es limitante de la velocidad de
reaccion total (Andreasson y Reinhammar; 1979). La fuerza motriz de la reaccion de
oxidacion de la lacasa esta dada por un alto potencial redox en el sitio T1 y un bajo potencial
redox del sustrato (Xu, 1996). El cobre T2 es necesario para la oxidacion aerdbica del sitio T3
reducido, ademas permite al sitio T3 funcionar como un aceptor de dos electrones. (Penner et
al., 1984). El papel del Cu T2 no ha sido especificado en detalle, se cree que puede participar
en la transferencia de uno de los electrones requeridos para reducir el sitio T3 (Andreasson y

Reinhammar, 1976; Andreasson y Reinhammar, 1979).

En el mecanismo catalitico de la enzima lacasa se ha propuesto que el Cu T2 estabiliza un
intermediario en la reduccion de Oy a HyO; esto indica que el Cu T2 es parte del sitio de
reduccion del oxigeno en la enzima (Branden y Deinum, 1977). Se ha sugerido que la
inhibicion de la enzima a un valor de pH elevado, se debe a la formacion de un complejo del
cobre T2-OH-~. Este ion Cu no puede permitir la reduccion del sitio T3 hasta que el OH™ se ha

disociado o convertido a una molécula de agua. A valores de pH bajos, una de las moléculas
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de agua formadas en la re-oxidacion de la enzima reducida parece estar unida al sitio Cu T2
(Andreasson y Reinhammar, 1979; Branden y Deinum, 1977). De estudios con lacasa fingica

se sabe que el agua es un ligando intercambiable para el Cu T2 (Branden y Deinum, 1977).

La lacasa puede ser inhibida por haldgenos, ya que la presencia de éstos limitan la
accesibilidad de los atomos de cobre T2/T3, el orden de inhibicion es F~>CI>Br-. La
inhibicién por halégenos no incluye el I-, porque éste reacciona con el sitio T1 y sirve como

sustrato para la lacasa (Xu, 1996). El inhibidor F- se une al Cu T2 e inhibe la transferencia de
electrones entre el Cu T1 y el aceptor de dos electrones T3 (Andreasson y Reinhammar,
1976). Existen evidencias de que el Cu T2 esta involucrado en la interaccion de O, con el
sitio T3 como lo han sugerido Winkler ez al. (1982), quienes en sus estudios de la unioén de
ligandos exogenos a los sitios T2 y T3 en lacasa, demostraron que el peroxido se une a un
solo Cu en el sitio T3 en la enzima nativa, y ademas que el hidroperéxido no se une
fuertemente en esta geometria sin la presencia del Cu T2, el cual aparentemente estabiliza el
complejo T3-hidroperoxido para su posterior reduccion a agua. En la enzima lacasa, en la cual
se ha eliminado selectivamente el Cu T2 (T2D) se ha encontrado que une peroxido y azida de
manera mucho menos fuerte que la lacasa nativa; ésto sugiere que el Cu T2 tiene un rol en
unir ligandos en el sitio T3 (Woolery ef al., 1984). El sitio T3 esta constituido por un par de
iones Cu no paramagnéticos que constituyen el sitio aceptor de dos electrones. La reduccion
de este sitio se inhibe de una manera caracteristica cuando se incrementa el pH (Andreasson y
Reinhammar, 1979). Algunos estudios han indicado que durante la funcion catalitica de la

lacasa, es este sitio en la enzima nativa el que se une inicialmente al O, para su posterior

reduccion con 4 e~ a HyO via una reduccion del perdxido intermediario con 2e~ (Penner ef al.,

1984).

Andreasson et al. (1976) sugieren que en el mecanismo de re-oxidacion de la lacasa, el
oxigeno recibe tres electrones de la enzima reducida en una reaccion rapida y se forma un
intermediario del oxigeno, por ejemplo un radical OH'. El Cu T2 es oxidado mas lentamente
que los otros dos donadores (Andreasson et al., 1976). La descomposicion del intermediario

parece estar acoplada a la re-oxidacion del cobre tipo 2, indicando la transferencia de electrén

10



Antecedentes

entre las dos especies con la formacion de agua (Branden y Deinum, 1977).

Solomon et al. (1996) realizaron una revision sobre el mecanismo catalitico de la enzima
lacasa y proponen que la velocidad de oxidacion del sustrato depende del potencial reductor.
Esto implica que la transferencia de electrones del sustrato al sitio T1 es la etapa que
determina la velocidad en el numero de recambio. Como se puede apreciar en la figura 2.2,
existen dos posibles mecanismos: A) El cobre T1 transfiere su electrén al cobre T2 y el Cu T1
se reduce nuevamente; el Cu T1 y Cu T2 transfieren sus electrones a los Cu T3; el Cu T1 se
vuelve a reducir y transfiere su electron al Cu T2, el Cu T1 se reduce nuevamente, dando
finalmente como resultando la enzima en la forma totalmente reducida. B) El grupo trinuclear
es reducido secuencialmente por etapas de la transferencia de electrones del sitio T1 (el orden

en que los tres cobres del sitio trinuclear son reducidos no se conoce aun).
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2.4 Mediadores de oxido reduccion

Un mediador de oxido reduccion es un compuesto al cual la enzima le puede sustraer
electrones convirtiéndolo en un radical libre, el cual puede a su vez oxidar otros
compuestos dependiendo de su potencial de oxido reduccion, sin la participacion de la
enzima en esta ultima reaccion. Mediante el uso de mediadores de oxido-reduccion
mostrados en la figura 2.3, tales como: el acido 2,2’-azinobis-(3-etil benzotiazolin-6-
sulfonico) (ABTS), 1-hidroxibenzotriazol (HBT), benzotriazol (BT), azul brillante
remazol (RBB), cloropromazina (CPZ), promazina (PZ), 4cido 1-nitroso-2-naftol-3,6-
disulfénico (NNDS) y acido 2-nitroso-1-naftol-4-sulfonico (HNNS) la enzima lacasa es
capaz de realizar la oxidacion de compuestos aromaticos que normalmente no puede
realizar por si sola (Bourbonnais et al, 1997). Mediante los mediadores ABTS y HBT
Bourbonnais et al., (1997) realizaron la oxidacién de compuestos de lignina no

fenodlicos tales como el alcohol veratrilico, 1- (3, 4-dimetoxifenil)-2-(2-metoxifenoxi)

propan-1, 3-diol y 1- (3, 4-dimetoxifenil)-2-feniletanediol.

HO, S S S SO;H Ny N\
>=N—N=< N N
N I\II N N
| | |
CH, CH; CH, CH; H
Jacido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) 1-hidroxibenzotriazol benzotriazol
ABTS HBT BT
O;H
CHZCHZCHZN(CH3)2 CHZCHZCHzN(CHg)Z 3
OH o
cloropromdzmd promdzmd acido 2-nitroso-1-naftol-4-sulfénico
CPZ PZ HNNS
SO3 Na HO, SO;H
0, CH, CH, OSO;Na
OH
N
Il
(0]
azul brillante remazol 4cido 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfénico Otros como:
RBB NNDS acido fenotiazin-10-propiénico
acido violurico

Figura 2.3.-Mediadores de oxido-reduccién de la enzima lacasa (Bourbonnais et al, 1997; Soares,

etal.,2001).
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Asimismo, Li et al. (1998) utilizaron 1-hidroxibenzotriazol como mediador para la
oxidacion del dimero de lignina 1- (3, 4-dimetoxifenil)-2-(2-metoxifenoxi) propan-1, 3-
diol. El radical libre de 1-HBT fue transformado a BT, el cual no puede mediar la

oxidacion del dimero de lignina.

Bourbonnais et al. (1998) estudiaron las propiedades electroquimicas y reactividades de

los mediadores ABTS y 1-HBT y sus intermediarios responsables de la oxidacion de
lignina. El ABTS fue oxidado primero al cation radical (ABTS+') y luego al dication

(ABTS™). Las dos especies oxidadas son relativamente estables y electroquimicamente

reversibles. El ABTS™ fue el responsable de la oxidacion del alcohol veratrilico como
. . ri° . + . r r
modelo de lignina no fenolico, mientras que ABTS * reacciond solo con estructuras

fenolicas de la lignina. El intermediario de HBT no fue estable; sin embargo, catalizo la

oxidacion del alcohol veratrilico al aldehido correspondiente.

Fritz y Kunath (1998) prepararon aldehidos aromaticos en medio acuoso por la
oxidacion de los correspondientes compuestos aromaticos metilados en la presencia de
oxigeno, enzima lacasa y varios compuestos N-hidroxi. Los alcoholes alilicos también

dan lugar a los correspondientes aldehidos, con buen rendimiento.
2.5 Oxidacion de compuestos policiclicos aromaticos por lacasa

Recientemente Majcherczyk et al, (1998) lograron la oxidacién de algunos
hidrocarburos policiclicos aromaticos mediante la enzima lacasa de Trametes
versicolor. Sin mediador, la enzima fue capaz de oxidar en cierta proporcion los
siguientes compuestos cuya concentracion inicial fue de 25 pm: acenaftileno 37%,
antraceno 18%, benzo [a] pireno 19%, acenafteno 10%, fluoranteno 10%, pireno 8%,
benzo [a] antraceno 6%, criseno 10%, benzo [a] fluoranteno 10%, benzo [k]
fluoranteno 10% y perileno 10%. Los compuestos que la enzima sola no logré oxidar
fueron naftaleno, fluoreno y fenantreno. Sin embargo, en presencia del mediador 1-
HBT, la enzima fue capaz de oxidar el 100% de acenaftileno, antraceno, benzo [a]
pireno, acenafteno, perileno y fluoreno, e incrementar la proporcion de oxidacioén de

pireno de 8 a 48%, benzo [a] antraceno de 6 a 53%.
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Collins et al. (1996) realizaron la oxidacion de los compuestos antraceno y benzo [a]
pireno a una concentracion inicial de 20 mg/L mediante la enzima lacasa. El 30% del
antraceno fue oxidado por la enzima sin mediador; cuando el mediador ABTS estuvo
presente, se logro oxidar el 80%. En contraste, el benzo[a]pireno no fue oxidado por la

lacasa sin mediador, y en la presencia de éste se logré oxidar el 100%.

Pickard et al. (1999) estudiaron el efecto de los mediadores ABTS y HBT sobre la
oxidacién del antraceno, cuando 1 mM de HBT estuvo presente, el 80% del antraceno
original (20 uM) fue oxidado en 9 h. Cuando se utiliz6 1 mM de ABTS todo el
antraceno fue oxidado en el mismo tiempo. Sin embargo, con 1 mM de ABTS en
combinacion de 1 mM de HBT, el antraceno fue totalmente oxidado en un tiempo de 10

minutos, lo que sugiere que existe un efecto sinergista de los mediadores.

2.6 Oxidacion de dibenzotiofeno por lacasa

Bressler et al. (2000) lograron oxidar 20 uM de dibenzotiofeno mediante la enzima
lacasa de Coriolopsis gallica UAMHS8260 en la presencia de 1 mM de 1-
hidroxibenzotriazol y 1 mM de ABTS en 0.1 M de amortiguador de acetatos pH 4.5
conteniendo 15% (v/v) de acetonitrilo con 0.5 unidades de enzima. Después de 18 h de
reaccion las muestras fueron acidificadas y extraidas tres veces con iguales volimenes
de cloruro de metileno. Los extractos fueron combinados y secados con sulfato de sodio
anhidro y concentrados bajo nitrégeno previo al andlisis de cromatografia de gases.
Después del andlisis de gases masas todos los extractos fueron derivatizados con
diazometano y analizados por GS-MS. El producto de oxidacién del dibenzotiofeno fue
el sulféxido de dibenzotiofeno. La susceptibilidad para la oxidacién de los sustratos por
la lacasa parece que estd relacionada al potencial de ionizacion (PI) de los sustratos,

compuestos con un PI por arriba de 8.52 no fueron oxidados. El dibenzotiofeno tiene un

PI de 8.44.

2.7 Otras proteinas que oxidan compuestos azufrados.

Algunas enzimas tienen la capacidad de oxidar tiofenos y compuestos organosulfurados

in vitro. Por ejemplo, Torres y Vazquez-Duhalt (2000) realizaron modificaciones a la
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hemoglobina humana. Las modificaciones incluyeron uniones covalentes a
polietilenglicol (peso molecular 5000) sobre grupos amino libres y metil
esterificaciones de grupos carboxilicos libres. La hemoglobina se ensayé sobre 11
hidrocarburos aromaticos policiclicos y dos compuestos arométicos organosulfurados:
dibenzotiofeno y tiantreno. Ocho de los hidrocarburos arométicos policiclicos fueron
transformados a sus respectivas cetonas, y los azufrados formaron sulféxidos. Ademads
la hemoglobina modificada mostr6 10 veces mds actividad que la proteina no
modificada. Ortiz-Leén et al. (1995) utilizaron la hemoglobina y el perdxido de
hidrégeno para oxidar compuestos policiclicos aromaéticos, entre ellos el dibenzotiofeno.
Fukushima et al. (1978) realizaron la oxidacién de compuestos azufrados mediante el
citocromo P-450. El sistema requiri6 oxigeno y NADPH y no fue afectado por la
catalasa, la cual descompone el peroxido de hidrégeno. Asi mismo, otros investigadores
utilizaron el citocromo P-450 para la oxidaciéon de compuestos azufrados. (Watanabe et
al., 1980; Watanabe et al., 1982). Otra proteina utilizada para la oxidacién de sulfuros

es la microperoxidasa (Mashino et al., 1990; Colonna et al., 1994).

Vazquez-Duhalt et al. (1994) utilizaron la lignino peroxidasa para oxidar compuestos
arométicos en sistemas formados por mezclas de agua y solventes organicos tales como
metanol, isopropanol, N, N-dimetilformamida, acetonitrilo y tetrahidrofurano. De los 20
compuestos aromdticos analizados, 9 fueron oxidados por la lignino peroxidasa en la
presencia de peréxido de hidrégeno, entre ellos el dibenzotiofeno. La lignino peroxidasa
fue capaz de oxidar aquellos compuestos con un potencial de oxidacion < 8 eV (medido
por impacto de electron). Baciocchi et al. (2000) utilizaron la lignino peroxidasa de
Phanerochaete chrysosporium para oxidar compuestos aromadticos azufrados en

presencia de peréxido de hidrégeno.

Doerge (1986) realizé la oxidacion de compuestos organosulforados mediante el uso de
peroxidasas, tales como cloroperoxidasa, lactoperoxidasa y peroxidasa del rabano
blanco. El mecanismo de transferencia de oxigeno para la lactoperoxidasa fue

investigado por Doerge et al.(1991).

El uso de peroxidasas tales como la del rdbano blanco y la cloroperoxidasa para la

oxidacion de sulfuros mediante el uso de peroxido de hidrégeno fue realizada por
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Kobayashi et al. (1986). Asi mismo, el sistema cloroperoxidasa - peréxido de hidrégeno

se utilizé para reacciones de sulfoxidacion por Colonna et al. (1992).

2.8 Oxidacion de dibenzotiofeno con catalizadores quimicos

Yazu et al. (2001) lograron oxidar los dibenzotiofenos, mediante el peréxido de
hidrégeno, utilizando el dcido fosfotingstico como catalizador a 60°C en un sistema
bifdsico constituido por n-octano/acetonitrilo, obtuvieron las respectivas sulfonas como
productos principales. La oxidacién se llevé a cabo en la fase de acetonitrilo y las
sulfonas no migraron hacia la fase de n-octano. Ademas, lograron reducir el contenido
de azufre de un diesel ligero utilizando este sistema de oxidacion bifésico.

La composiciéon de mezcla fue: 24.87 puM de 4cido fosfotingstico, 48.7 mM de
peroxido de hidrogeno, 4.97 mM de DBT, acetonitrilo 49.75 % (v/v). El dibenzotiofeno

desapareci6 completamente a los 30 minutos.

En la desulfuracién del diesel ligero (330 ppm), se logré una remocién de 14.8% sin el
acido fosfotingstico y sin peréxido de hidrogeno. La oxidacién con el &cido
fosfotungstico y peroxido de hidrégeno logré remover un 86.7 % del contenido de
azufre y cuando se incrementé el volumen de acetonitrilo 4 veces, se logré remover un

96.3 %.

2.9 Desulfuracion oxidativa del diesel

Los compuestos azufrados son ligeramente mds polares que los hidrocarburos no
azufrados. Sin embargo, los compuestos azufrados oxidados tales como las sulfonas o
sulféxidos son sustancialmente mds polares que los compuestos azufrados reducidos.
Esto permite la remocidén selectiva de los compuestos azufrados de los hidrocarburos
por una combinacién de procesos de oxidacion selectiva y extraccidén con solventes o

adsorcion solida (Mei et al., 2003).
La desulfuracién oxidativa tiene la ventaja sobre la hidrodesulfuracion que los

compuestos azufrados que son mas dificiles de reducir por hidrodesulfuracién, son los

mads reactivos para la desulfuracion oxidativa. En efecto, la desulfuracién oxidativa
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tiene el orden de reactividad inverso cuando se compara al proceso de
hidrodesulfuracién (Wang et al., 2003; Hangun et al., 2002).

Algunos peroxi-dcidos orgdnicos (obtenidos a partir de los dcidos: férmico, acético,
propionico etc.) han sido utilizados para la oxidacion selectiva de compuestos azufrados

orgénicos (Te et al., 2001).

El procedimiento méds comun para producir sulfonas a partir de la oxidacién de
compuestos azufrados, es haciéndolos reaccionar con un peroxi-dcido carboxilico
generado in situ por el per6xido de hidrégeno y un apropiado 4cido carboxilico.
Recientemente, la activacién del per6xido de hidrégeno con polioxometales con una
estructura tal como H3PM 2,049 donde (M= Mo(VI), W(VI)) es de interés para producir
oxidantes mas efectivos y selectivos, tales como polioxoperoxo-complejos, del tipo
PO4[MO(p—02)(02)2]3'4, para la oxidacion de nucledfilos como los compuestos
azufrados. Adn los compuestos azufrados con menos nucleofilicidad, por ejemplo el
dibenzotiofeno, pueden ser oxidados bajo condiciones suaves, a sulféxidos o sulfonas
con altos rendimientos. Sin embargo, el tiempo de reaccion y la descomposicién del

perdoxido de hidrogeno hacen el proceso impractico a escala industrial (Mei et al., 2003).

Te et al. (2001) estudiaron un grupo de diferentes catalizadores precursores de
polioxometalatos para la desulfuracién oxidativa de dibenzotiofenos. Encontraron que el
sistema fosfotingstico/H,O, fue significativamente mas activo que su contraparte el
sistema fosfomolibdico/H,0O,. Los sistemas silicotiingstico y silicomolibdico/ H,O, no
fueron muy activos para esta reaccion. La reactividad de DBT, 4-metildibenzotiofeno y
4,6-dimetildibenzotiofeno fue estudiada para el sistema fosfotingstico/H,O, la cual
disminuy6 al incrementarse los sustituyentes metilo. Para el sistema acido férmico/
H,0; mostr6 una reactividad inversa. Esto se debe quiza a que la molécula PO4[WO(p-
0,)(02)]4” es una molécula grande de estructura rigida y puede presentar impedimento
estearico al reaccionar con las moléculas de los DBTSs sustituidos. Por el contrario, el
peroxiacido formado con el dcido férmico es una molécula pequeiia y no tiene el
impedimento estedrico, por lo que la reactividad con los DBTs con grupos metilos

refleja las reactividades de oxidacion intrinsecas de cada molécula.

Se ha llevado a cabo la catélisis a base de compuestos metdlicos en conjunto con

hidroperéxidos como oxidantes. Los catalizadores reportados incluyen mezclas de
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o0xidos de molibdeno/tungsteno, acido fosfotingstico (AFT) y metil trioxorenio. Sin
embargo, la selectividad de reaccidn, seguridad y costo son importantes aspectos para la
seleccion del oxidante, catalizador y condiciones de operacién para el proceso de
desulfuraciéon oxidativa. Los peroxidcidos son generados in situ a condiciones de
operacién de 90-120°C préximo a la presién atmosférica. Los sistemas cataliticos son
téxicos y caros. Por lo tanto, son necesarias nuevas tecnologias que puedan realizar la
oxidacién bajo condiciones suaves y que puedan selectivamente oxidar los compuestos

azufrados (Te et al., 2001).

Hangun et al. (2002) desarrollaron una serie de compuestos del hierro (III) llamados
TAML (tetra amido macrocyclic ligand), activadores que aumentan la capacidad de
oxidacion del perdxido de hidrogeno a bajas concentraciones de catalizador y
condiciones de reaccion suaves. Estos activadores de peréxido han encontrado usos en
muchas dreas diferentes incluyendo la industria de la pulpa y del papel, industria textil e
industrias de lavanderia, mineralizacion de 6rgano haldgenos, y otras. Estos compuestos

son capaces de oxidar rapidamente los dibenzotiofenos sustituidos.

Figura 2.4.- Estructura del activador TAML. R=H, X =F

Los grupos R y X son utilizados para controlar la reactividad del activador, la
selectividad y tiempo de vida. Estos activadores del peréxido de hidrégeno pueden
utilizarse a diferentes condiciones de reaccién incluyendo pH variable, temperatura y
composicion de solventes. No son téxicos y son los mds efectivos a bajas

concentraciones (1-5 uM; 0.5 — 2 ppm) (>7000:1 la relacién de sustrato/catalizador)

Una amplia gama de benzotiofenos y dibenzotiofenos tales como: DBT, 4-metil DBT,
4,6-dimetil DBT y 2-metil DBT son rdpidamente oxidados por el peréxido de hidrégeno
a presion atmosférica en la presencia del activador Fe-TAML, en agua/terbutanol para

dar las correspondientes sulfonas. Estas conversiones, que normalmente requieren
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menos de 1 h, son realizadas con relaciones molares de sustrato a catalizador de
aproximadamente 7000:1 y la temperatura de reaccién de 60°C, ya que las sulfonas son
muy insolubles en mezclas ricas en agua, precipitan de la solucién por enfriamiento

préoximo a temperatura ambiente.

Los tiempos de reacciéon en segundos para que la oxidaciéon de 80 uM de los
compuestos de DBT sea >95% a 40°C utilizando 0.25 mM de activador son:
Dibenzotiofeno 200, 4-metil dibenzotiofeno 1500, 2-metildibenzotiofeno 800, 4,6-
dimetildibenzotiofeno 150 (Hangun et al., 2002). Estos datos muestran que este tipo de
catalizadores permite obtener velocidades del orden de k=-0.12 min” para la oxidacion

de los derivados recalcitrantes del DBT.

Collins et al. (1997) realizaron la oxidaciéon del dibenzotiofeno con perdxido de
hidrégeno utilizando el acido fosfotungstico como catalizador y el bromuro de
tetraoctilamonio como agente de transferencia de fase en una mezcla de agua y tolueno.
Los resultados mostraron la presencia de dos reacciones competitivas, la oxidacion del
dibenzotiofeno y la descomposiciéon no productiva del peréxido de hidrégeno. Esto se
confirmo al realizar la reaccion en la ausencia del dibenzotiofeno como sustrato. En las
reacciones de oxidacion del diesel, todos los compuestos azufrados presentes fueron
oxidados. La separaciéon de los compuestos azufrados oxidados se realiz6 mediante
adsorcion sobre silice gel, el contenido inicial fue de 0.25 % peso de S y después de la

adsorcion fue de 0.005% peso de S.

Hangun et al. (2002) desarrollaron catalizadores para la oxidacién con tiempos de vida
media ttiles via un proceso de disefio iterativo en el cual los grupos ligandos sensibles a
oxidacion son identificados y reemplazados. El proceso ha permitido un catalizador con
gran aumento y estabilidad hacia la degradacion hidrolitica y oxidativa. El catalizador
de Fe puede estar constituido exclusivamente de elementos bioquimicamente comunes.
Son eficientes y selectivos activadores de peroxido para muchas areas de la tecnologia,
solubles en agua y efectivos en cantidades pequefias (nanomolar o por debajo de

micromolar) sobre un amplio intervalo de pH.

Los radicales hidroxilo son un potente sustractor de dtomos de hidrégeno. La energia

del enlace O-H del agua tiene un valor de 119.6 Kcal/mol, que es mucho mayor que el
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de la mayoria de los enlaces C-H. Consecuentemente, la mayoria de las sustracciones de

H' del carb6n por OH' son exotérmicas.

Uno de los posibles intermediarios es un complejo terminal metal-oxo y otros son
peroxo y uniones de complejos oxo de varios tipos. El complejo oxo terminal puede
originarse cuando un solo ion metdlico catalitico sustrae un atomo de oxigeno del
peréxido de hidrégeno y libera agua. Esta reactividad se encuentra en el citocromo P-
450 a base de hierro. También se encuentra cuando el manganeso (III) unido a
tetraamido-N macrociclico y complejos relacionados son tratados con perdxido; el

primer complejo Mn(V)-monooxo fue producido y caracterizado.

El hierro es el mds importante elemento catalitico para los activadores TAML. Al
cambiar los sustituyentes sobre los anillos quelados de seis miembros, no sélo se puede
cambiar la efectividad de catdlisis y vida media del catalizador, sino también la

velocidad de hidrdlisis puede alterarse significativamente.

Activadores Fe-TAML son capaces de tener un nimero de recambio por h de mas de
10000, en ciertas aplicaciones, no consumen el peréxido rdpidamente a través de la
dismutacion, por que generalmente muestran solo una débil actividad de catalasa. Son
solubles en agua, ficiles de utilizar, y se activan bajo condiciones neutras y bésicas. Los
procesos se efectian a temperaturas moderadas, presion atmosférica y son efectivos a

concentraciones nanomolares o micromolares.

Mei et al., (2003) realizaron la oxidacion del DBT mediante el dcido fosfotungstico y
peréxido de hidrégeno con y sin ultrasonido. La oxidacién del DBT a sulfona de DBT
se alcanz6 en un 85 y 95% en 1 y 3 min de ultrasonicacion, respectivamente, en 7 min el
DBT pudo ser oxidado completamente a sulfona. En comparacién, la conversién de
DBT a sulfona de DBT en la ausencia de ultrasonido fue solamente del 21% en un min
y alcanzo 80% en 7 min, la cual es menor que la conversion con un minuto de
sonicacién. En la reaccién de desulfuracion oxidativa del diesel, la mejor corrida sin
sonicacioén para un diesel con 0.253 % peso de S, seguido por extraccién con metanol
produjo la desulfuracion del diesel con un contenido de azufre de 0.085%, el cual

corresponde a la remocion de 66.4% de azufre después de 2.5 h de reaccién. Mediante
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10 min de sonicacién, de un diesel con 0.3011 % (peso) de S, se logré remover el 98.7

% de éste.

Wang et al. (2003) realizaron la oxidacién de compuestos azufrados presentes en
queroseno, mediante ter-butil hidroperdxido, utilizando varios catalizadores de Mo. La
actividad de oxidacién del DBT aumenté cuando el contenido de Mo se incrementd
hasta 16% peso y disminuy6 cuando el contenido de Mo estuvo por arriba de ese valor.
La oxidacién de compuestos azufrados modelo como benzotiofeno, dibenzotiofeno, 4-
metil dibenzotiofeno y 4,6-dimetil benzotiofeno se realiz6 también con el catalizador
con 16% de Mo/Al,O3 y con ter-butil hidroper6xido; la actividad de oxidacion de estos
compuestos fue en el siguiente orden decreciente DBT > 4-metil DBT > 4,6-dimetil
DBT >> BT. Se puede inferir que las reactividades de oxidacion de los diferentes DBTs
llevadas a cabo mediante el catalizador de Mo varian dependiendo de dos factores: La
densidad de electrones del 4tomo de azufre en los DBTs y el impedimento estedrico de

los sustituyentes metilo.

Palomeque et al. (2002) realizaron la oxidacién del DBT mediante perdoxido de
hidrégeno a 60°C, utilizando una mezcla de hidrotalcita y mezcla de 6xido de MgLa
como catalizador y nitrilos o metanol como disolventes. Se obtuvo alta actividad
después de la calcinacion e hidratacion de la hidrotalcita El acetonitrilo fue el mejor
solvente, mientras que con el metanol las reacciones fueron mucho mds lentas. La
descomposicion del peréxido de hidrégeno también se observa para hidrotalcitas y es la
principal reaccién para temperaturas por arriba de 80°C. Esta reaccién no ocurre en la
ausencia de nitrilos y es més rdpida por encima de la mezcla de 6xidos de MglLa de alta
fuerza bésica, de acuerdo con la descomposicion de un intermediario iminoperacido
formado por la adicién del peréxido de hidrégeno al nitrilo, catalizada por la base. La
actividad se incrementé cuando se aumentd la relacion Mg/Al debido a la baja
velocidad de descomposiciéon del peréxido atribuida a la baja basicidad del soélido.
Cuando los nitrilos son utilizados como solventes, el peroxido de hidrégeno forma un
acido peroxicarboximidico en la presencia de una base s6lida tal como la hidrotalcita. A
su vez, éste actiia como catalizador para formar un perhidroxil anién, el cual luego ataca
nucleofilicamente el nitrilo para generar el dcido peroxicarboximidico, el cual es un

intermediario activo oxidante.
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Hulea et al. (2001) utilizaron Ti conteniendo mallas moleculares como catalizadores
para la oxidacién de compuestos azufrados con perdxido de hidrégeno bajo condiciones
suaves. La actividad catalitica de TS-1 (silicato de titanio), Ti-beta y Ti-HMS
(hexagonal mesoporous silica) en la oxidacion de derivados de tiofeno con perdxido de
hidrégeno. TS-1 demostrd baja actividad debido al acceso restringido de los compuestos
azufrados hacia la porosidad. Ti-beta y Ti-HMS mostré ser efectivo bajo varias
condiciones de reaccién, en dos fases tanto sélido-liquido y sistemas de tres fases
sOlido-liquido-liquido. Los resultados mostraron que la reaccion de sulfo-oxidacién
puede ser utilizada para disminuir el contenido de azufre del queroseno sin consumo de
hidrégeno y sin el uso de equipo de alta presion. En este nuevo método los compuestos
poliaromaéticos azufrados (derivados de benzo y dibenzotiofeno) son oxidados a sus
correspondientes sulféxidos y sulfonas las cuales son removidas por simple separacion

liquido-liquido.

Anisimov et al. (2003) sintetizaron catalizadores de oxodiperoxocomplejos de vanadio
y los utilizaron para la desulfuracion del diesel, en un sistema de dos fases. Los
complejos manifestaron alta actividad catalitica y selectividad en la oxidacién de
sulfuros. La oxidacién de los compuestos azufrados presentes en el diesel con peréxido
de hidrogeno y estos catalizadores, seguido de una extraccion, redujo la cantidad total

de azufre en el diesel de 0.86% a 0.2%.

En la tabla 2.1 se comparan varios de los catalizadores que oxidan el dibenzotiofeno que

se mencionaron en esta seccion.

Tabla 2.1.- Comparacién de diversos catalizadores que oxidan el dibenzotiofeno y su constante

de velocidad de pseudo primer orden.

Catalizador % avance (So-S)/So Tiempo
(min) Constante de velocidad k (min™)

Acido fosfotiingstico y 98.7
sonicacién® 10 0.43
TAML (tetra amido 95
macrocyclic ligand)® 25-25 10? <k <10
Acido férmico/H,0,° 66.6 57 1.9x10”
Oxidos de Mg/Al con
H,0," 93 45 5.9x10°

"Mei et al., (2003); "Hangun et al., (2002); “Te et al. (2001); dPalomeque et al. (2002).
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Ayala et al. (1998) desarrollaron un método biotecnolégico para la desulfuracion del
diesel. El método incluye la etapa de oxidacién catalitica de los compuestos
organosulfurados y tiofenos contenidos en el diesel, con hemoproteinas para formar
sulféxidos y sulfonas, seguido por una etapa de destilacion en la cual estos compuestos
oxidados son removidos del diesel. Este material, con un contenido de 1.6% de azufre
fue biocataliticamente oxidado con cloroperoxidasa de Caldaryomices fumago en la
presencia de 0.25 mM de peréxido de hidrégeno. La reaccién fue llevada a cabo a
temperatura ambiente y los compuestos organosulfurados fueron transformados a sus
respectivas sulfoxidos y sulfonas los cuales fueron removidos por destilacion. La

fraccion resultante después de destilacion contuvo solamente 0.27% de azufre.

El proceso para la desulfuracion oxidativa del diesel, que actualmente ha logrado
reducir el contenido de azufre de 500 ppm a menos de 8 ppm, es el que han disefiado
Rappas et al. (2002) y se muestra en la figura 2.5 en el cual se utiliza el peroxidcido
obtenido a partir del peroxido de hidrogeno y el acido férmico para oxidar los
compuestos azufrados del diesel. El metanol es el solvente utilizado para extraer las
sulfonas formadas; el metanol se puede reutilizar después de una destilaciéon para

eliminar las sulfonas presentes.

Reactor

Separador
Diesel Refinado
500 ppm S I i
pp —p 1 Diesel p Diesel limpio
< 8ppm S
Oxidante Recuperaciéon Metanol
acuoso > del catalizador
Catalizador
acuoso
agotado Metanol
recuperado

* Sulfonas ‘

Suministro a la petroquimica
Hidrotratador

Figura 2.5.- Diagrama de proceso para la desulfuracién oxidativa del diesel (Rappas et al., 2002)
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipétesis:

Se podrad oxidar el dibenzotiofeno presente en la fase orgdnica con un catalizador ya sea
biolégico 6 quimico, lo que facilitard la separaciéon de la sulfona formada a partir del
dibenzotiofeno, mediante un proceso de extraccidon con etanol. Se seleccionard el catalizador
mads eficiente, el cual podra oxidar los compuestos azufrados presentes en el diesel, en un
sistema de reacciéon de dos fases y se podran remover las sulfonas formadas mediante un
proceso de extraccién con etanol.

Objetivo general:

Comparar distintos sistemas modelo en fase orginica para la oxidacion del
dibenzotiofeno utilizando lacasa o acido fosfotingstico-peréxido de hidrégeno, y su
aplicacion en la desulfuracion oxidativa profunda del diesel.

Objetivos especificos:

1.- Caracterizar la oxidacion del dibenzotiofeno mediante la enzima lacasa de Myceliopthtora
termophila, clonada en Aspergillus oryzae (EC 1.10.3.2) en un sistema agua-acetonitrilo y
determinar si la oxidacién procede utilizando la enzima inmovilizada.

2.- Caracterizar la oxidacion del dibenzotiofeno mediante el per6xido de hidrogeno, catalizada
por el 4cido fosfotingstico en un sistema constituido por hexano-acetonitrilo.

3.- Caracterizar la oxidacion del dibenzotiofeno mediante el per6xido de hidrégeno, catalizada
por el 4cido fosfotiingstico en un sistema constituido por hexano-etanol.

4.- Estudiar la oxidacion de los compuestos azufrados presentes en el diesel mediante el
peréxido de hidrégeno, catalizada por el 4cido fosfotiingstico en un sistema de dos fases
diesel-acetonitrilo.

S5.- Estudiar la oxidaciéon de los compuestos azufrados presentes en el diesel mediante el
peréxido de hidrégeno, catalizada por el dcido fosfotiingstico en un sistema de dos fases

diesel-etanol.

6.- Establecer un sistema de remocion de los compuestos azufrados oxidados, por medio de
una extraccion liquido-liquido del diesel utilizando etanol como solvente.

7.- Determinacion de la eficiencia de remocion del azufre en el diesel y comparar ésta con el
proceso de extraccion sin reaccion.
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MATERIALES Y METODOS

4.1 Enzima lacasa

La enzima utilizada fue obtenida de Novo Nordisk , la cual fue separada por precipitacion
con acetona fria a partir de la preparacion comercial llamada DeniLite II S que contiene la
enzima lacasa de Myceliopthtora termophila, clonada en Aspergillus oryzae (EC 1.10.3.2)
realizado por Berka et al., 1997.

4.2 Separacion de la enzima lacasa de DenilLite 11 S mediante precipitacion con acetona

fria

Se disolvié la preparacion comercial DeniLite II S (1g/10 mL) en agua destilada,
posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm a temperatura ambiente durante 30 min. Se
decant6 y el sobrenadante se pas6 por membrana de 0.45 um. El filtrado se colocd en un
bafio de hielo con cloruro de sodio. Posteriormente se agregd, poco a poco y con agitacion
constante, la acetona previamente enfriada a -80°C en el ultracongelador, hasta alcanzar, un
85% en volumen de acetona, concentracion a la cual precipita casi la totalidad de la
proteina de la enzima lacasa. Se centrifug6 a 10,000 rpm a una temperatura de -10°C por
20 min. El precipitado se lavo con acetona fria. Se centrifugé nuevamente a 10,000 rpm a -

10°C por 20 min. Se recuper6 el precipitado y se evapord el excedente de acetona.

4.3 Determinacion de proteina

A 800 uL de extracto enzimatico en solucion de amortiguador de acetatos 0.1 M pH 5, se
le afadieron 200 pL de reactivo de Bradford (Bio-RAD). Se agit6 vigorosamente con un
aparato vortex. Se dejé proceder la reaccion por 5 minutos y posteriormente se leyd la
absorbancia a 595 nm en una celdilla de acrilico mediante un espectrofotometro (DU 640
Beckman). La cantidad de proteina se calculé con base en una curva patrén utilizando
seroalbimina bovina en solucién de 0.15 M de NaCl a concentraciones de 2, 4, 6, 8 y 12

pg/mL. (Bradford, 1976).
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4.4 Determinacion de actividad

La actividad se determiné con ABTS (Sigma) midiendo el incremento de absorbancia a

a1
420 nm (€420 = 36,000 M cm ) en una mezcla de reaccion conteniendo 0.5 mM de ABTS

y aproximadamente 0.01 U enzima en 0.1 M de amortiguador de acetatos pH 5
(Bourbonnais et al., 1997). Una unidad de enzima se define como la cantidad de enzima

para oxidar 1 umol de ABTS en un minuto.
4.5 Parametros cinéticos de Michaelis-Menten

La cinética de la enzima lacasa fue seguida espectrofotométricamente utilizando 0 a 6 mM

de ABTS como sustrato a 40 °C en 0.1 M de amortiguador de acetatos pH 5. Las constantes
cinéticas fueron calculadas a partir de ajustar los datos experimentales al modelo cinético
de Michaelis-Menten por la técnica no-lineal de Newton Raphson (Solver) disponible en la

hoja de calculo de Excel (Microsoft).
4.6 Oxidacion del DBT con la enzima lacasa y ABTS

La mezcla de reaccion contenia 25 uM DBT y 1.5 mM de ABTS en 0.1M de amortiguador
de acetatos (pH 5) con 15% de acetonitrilo y 2.4 U/mL de enzima lacasa (269.23 pg
proteina/mL = 3.4 uM). El volumen final fue ajustado a 6 mL. Las reacciones se llevaron a
cabo en botellas serologicas herméticamente selladas, a 40°C con agitacién constante a 200
rpm. El espacio de cabeza en las botellas fue evacuado con nitrégeno para desplazar el
aire, y se adicionaron volimenes conocidos de oxigeno puro, a la presion atmosférica local
(p = 582 mm Hg). Las reacciones empezaron al adicionar la enzima, inyectada mediante
una jeringa de vidrio a través del tapon de caucho previamente cubierto con teflén y fueron
detenidas al adicionar un volumen igual de acetonitrilo al volumen de la mezcla de
reaccion. Los controles con enzima inactivada por calor (20 min a 121°C y 15 Ib/in) no
exhibieron actividad. Se permitié que el acetonitrilo extrajera los productos durante 12 h y
después se separ6 esta fase, se centrifugd (14,000 rpm, 15 min) y se analizaron 20 pL de
muestra por HPLC (SPTermo separation con dos bombas, una de 3200 y otra de 3500 y

una unidad SpectroMonitor 4100, con un flujo de 1.5 mL/min de acetonitrilo-agua, 60:40
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(v/v), A= 254 nm, T= 40°C) usando una columna C;g de fase reversa (BONDCLONE 0OH-
2117-CO) comprada de Phenomenex, México.

4.7 Inmovilizacion de la enzima lacasa sobre perlas de alginato

4.7.1 Alginato-silice gel

El soporte de perlas de alginato se prepard disolviendo 1g de 4cido alginico (Sigma) en
forma de sal s6dica en 50 mL de agua destilada a 50°C. La adicién del 4cido alginico se
realizé poco a poco para evitar la formaciéon de grumos. Por separado se preparé una
solucién de silice gel (2g/50 mL). Se mezclaron ambas soluciones. Se dejé reposar la
mezcla para eliminar las burbujas de aire; la gelificacion se llevo a cabo al dejar gotear,
mediante una bomba peristéltica, la solucion de dcido alginico sobre una solucién de CaCl,
(100 mL), manteniendo una agitacion suave. Después de 1 h, se lavaron con agua
destilada, se secaron a 50°C durante 12 h. Posteriormente, el soporte se tratd con una
solucion de glutaraldehido 3.5% (2 g de soporte/50 mL) durante una hora a temperatura
ambiente. Se lavo con agua destilada para eliminar el exceso de glutaraldehido, el soporte
se secd a 50°C durante 12 h. A 10 mL de extracto enzimdtico (Img proteina/mL) se le
adicioné 0.5 g de polivinilpirrolidona. Esta mezcla se hizo reaccionar con 2 g de soporte
activado. Se dejo reaccionar durante 1 h, se separ6 el soporte y se lavé con agua destilada,

se seco a 25°C (S. V. Ramakrishna comunicacién personal, 2002).

4.7.2 Alginato-bentonita

Se realizé de manera similar a la inmovilizacion sobre alginato-silice gel con la variante de
disolver 1g de alginato en 75 mL de agua y 4g bentonita en 75 mL (S. V. Ramakrishna

comunicacion personal, 2002).

4.7.3 Alginato-carbdn activado

Se realiz6 de manera similar a la inmovilizacién sobre alginato-silice gel con la variante de
disolver 2g de carb6n activado en 100 mL de agua destilada en lugar de la silice-gel (S. V.

Ramakrishna comunicacion personal, 2002).
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4.8 Inmovilizacion sobre silice gel

El soporte de silice gel fue preparado como sigue: se prepard una mezcla con volimenes
iguales (70 mL) de etanol (J. T. Baker), agua destilada y tetraetil ortosilicato (Aldrich
Chemical Co.) con agitaciéon suave mediante un agitador magnético. Para homogenizar el
sistema de reaccion, se agregé acido clorhidrico concentrado Fluka (11.97 M) gota a gota
hasta que la solucién fue completamente homogénea y transparente. Una vez obtenida una
sola fase, se dejé secar a temperatura ambiente durante 5 dias hasta que gelifico.
Obteniéndose, aproximadamente, 1 g de silice gel por cada 7.3 mL de tetraetil ortosilicato.
Posteriormente se realizd la reduccion de tamafio de la silice gel a particulas de
aproximadamente 3 mm (o del tamafio de particula deseado) para aumentar el area
superficial. La silice gel obtenida fue tratada con NaOH (10g de silice gel/50 mL de 1M de
NaOH) durante 1 h a 25°C, se decant6 y lavo con agua destilada. Posteriormente se tratd
con HNO; (10g de silice gel/50 mL de 1M de HNOs;). Este tratamiento alcalino hizo
posible producir al menos 5 veces més grupos hidroxilo en la forma SiONa y al reaccionar
con HNOj; se desplaza el metal Na, restaurando el grupo hidroxilo (Ho y Liao 1983). La
activacion del soporte se logré al hacer reaccionar 10 g de silice gel (después del
tratamiento con dlcali y 4cido) con 10 mL de una solucién al 50% (v/v) de 3-
aminopropiltrietoxisilano (Aldrich Chemical Co.) en etanol durante un periodo de tres
horas. Posteriormente se separé la silice gel por decantacion y se lavé con agua destilada.
Mediante este tratamiento se incorporan grupos amino a la superficie del soporte de silice
gel. El soporte se hizo reaccionar con una solucién de glutaraldehido (Electron Microscopy
Science, vacuum distillation grade) al 10% (10 g de soporte/20 mL) durante 3 h. Se
enjuago con agua destilada para eliminar el glutaraldehido excedente. La silice gel adquiri6
un color naranja debido a la formacién de base de Schiff entre los gupos amino del soporte
y los grupos aldehido del glutaraldehido. Se hacen reaccionar 10 g del soporte con 25 mL
de una disolucién de enzima lacasa (0.5 mg de proteina/mL) en 0.1 M de amortiguador de
acetatos pH 5 durante 3h. La unién covalente ocurrié entre los grupos amino de la
superficie de la enzima con los grupos aldehido del soporte activado formando una base de
Schiff. Se separ6 el soporte con la enzima inmovilizada y se lavé con agua destilada varias

veces, hasta que el agua de lavado no present6 actividad enzimética en presencia de ABTS.
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4.9 Oxidacion del ABTS por la enzima lacasa inmovilizada.

La enzima inmovilizada sobre silice gel fue suspendida en 5 mM de ABTS (1g/100 mL).

La produccién de ABTS" fue medida espectrofotométricamente (A=420 nm).

4.10 Oxidacion de siringaldazina por el ABTS oxidado en sistema abierto

La extension final de esta reaccion fue medida espectrofotométricamente (en los rango de
200 < A< 10,000 nm) utilizando ABTS oxidado a diferentes concentraciones entre el
intervalo de 3.35 a 6.5 uM. Similarmente, la concentracién de siringaldazina se vari6 entre 2

y 12.5 uM.

4.11 Oxidacion de siringaldazina por ABTS oxidado en condiciones anoxicas

Los reactivos fueron colocados en botellas serologicas separadas. El aire fue desplazado por
burbujeo de N, durante 10 min a 10 psi. La reaccion se efectud al mezclar 30 mL de 45 uM
de ABTS oxidado con 2.7 mL de 0.5 mM de siringaldazina adicionada con una jeringa de
una botella a otra. En los controles negativos uno de los reactivos fue sustituido por agua

destilada.

4.12 Determinacion del coeficiente de distribucion del DBT en los sistemas hexano-fase

polar

La determinacion del coeficiente de distribucion del DBT en los sistemas hexano-fase
polar, se realizd en frascos serologicos sellados herméticamente con tapones recubiertos
con teflon, se colocaron 4 mL de hexano con una concentraciéon de 10.91 mM de DBT y 4
mL de la fase polar formada por agua y disolvente, donde el disolvente fue etanol o
acetonitrilo, en un intervalo de concentraciones de 0-40% (v/v) respecto a la fase polar, se
tapd y se mantuvo por 1 h a la temperatura a la cual se determinaron los valores del
coeficiente de distribucion (40 y 50°C), sin agitar, permitiendo alcanzar el equilibrio. El
coeficiente de distribucion se pudo determinar cuantificando la concentracion del DBT en

la fase polar mediante HPLC.
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4.13 Distribucion del DBT en un sistema de dos fases: hexano-etanol o hexano-

acetonitrilo

Se determind la distribucién del DBT en un sistema de dos fases (hexano/acetonitrilo o
hexano/etanol). El acetonitrilo no se mezcla con el hexano, mientras que el etanol absoluto
es completamente miscible con el hexano. Sin embargo, se pueden formar dos fases en el
sistema hexano-etanol si un pequefio volumen de agua es adicionado. La distribucion de 10
mM de DBT entre las fases de hexano y acetonitrilo-agua o etanol-agua fue estimada por
medio de la medicion de la concentracion del DBT en las dos fases. La concentracion del
DBT fue medida por HPLC usando una curva de calibracion estdndar. El sistema de dos
fases consistio de DBT (10mM) en 10 mL de hexano, 2.4 mL de disolvente polar (etanol o

acetonitrilo) y 0.5 mL de agua.

4.14 Determinaciones analiticas de azufre

El dibenzotiofeno y su correspondiente sulfona fueron obtenidos de Aldrich Chemical Co.
Las muestras fueron analizadas por HPLC, usando la columna descrita arriba, bajo
condiciones isocrdticas de elucién con mezclas de acetonitrilo-agua, 60:40 (v/v), el flujo
fue 1.5 mL, 40°C y el compuesto fue monitoreado por absorbancia, A = 254 nm (Pickard et
al., 1999).

El contenido de azufre en el diesel fue medido por dos métodos: Fluorescencia de rayos X
en fase liquida utilizando un analizador de azufre Horiba SLFA — 1100H, y por
cromatografia de gases (CG) con un detector fotométrico de flama especifico a azufre
(FPD) teniendo una columna SPB-20 de 30 m x 0.25 cm (Supelco). El programa de
cromatografia de gases empez6 a 100°C por 2 min y la temperatura se increment6 a 290°C

a 8°C/min, y se mantuvo por 10 min (Dr. Vazquez-Duhalt comunicacién personal, 2002).

4.15 Oxidacion del DBT con peroxido de hidrogeno y acido fosfotingstico en una

mezcla hexano/disolvente polar

La mezcla de reaccion consistio de 10 mM de DBT disuelto en 50 mL de hexano y 12 mL
de etanol en botellas serologicas de 120 mL. En estos experimentos se utilizaron 39 pM de

acido fosfotiingstico como catalizador (Yazu et al., 2001) y con diferentes cantidades de
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solucion de perdxido de hidrogeno al 30% (Baker). Las reacciones fueron terminadas al
adicionar 2 mL de agua y separar la mezcla de reaccion en dos fases, ya que, tanto el dcido
fosfotungstico como el perdéxido de hidrogeno no son solubles en hexano. Cuando se
utiliz6 acetonitrilo en lugar de etanol, 50 mL de acetonitrilo fueron adicionados a 50 mL de
hexano para formar un sistema de dos fases. El DBT contenido en ambas fases fue

estimado por HPLC bajo las condiciones descritas arriba.

4.16 Desulfuracion del diesel por oxidacion con peroxido de hidrégeno

Las condiciones de reaccion fueron 60°C por 3 h con agitacion vigorosa y constante. Antes
de analizar el contenido de azufre, la mezcla de reaccion fue centrifugada (5,000 rpm, 5
min) para separar la fase de diesel antes de ser deshidratada con cloruro de calcio anhidro
(1g/10 mL). Una centrifugacién final (5,000 rpm, 5 min) produjo una muestra de diesel
anhidra y entonces el contenido de azufre fue analizado como se indica en las

determinaciones analiticas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Separacion y concentracion de la enzima lacasa

Se separ6 y concentré la enzima lacasa de Myceliopthtora termophila, clonada en
Aspergillus oryzae (EC 1.10.3.2) a partir del polvo comercial llamado DeniLite II S
proporcionado por Novo Nordisk, mediante el método indicado en la seccién anterior. La
enzima mostré las siguientes propiedades: PM = 80 kDa (determinado por electroforesis en

poliacrilamida), keat = 713 min™ (con ABTS), Ky = 0.2 mM, (a 40°C, usando ABTS como

sustrato) y una temperatura dptima cercana a 75°C (dato no publicado de J. I. Lopez., 2002
estudiante de doctorado del laboratorio del Dr. Viniegra). Estas propiedades estdn en el
orden de magnitud a las reportadas por Li et al., (1999) para la enzima de Myceliopthtora
termophila. En la figura 5.1 se muestra el efecto de la concentraciéon en % volumen de
acetona utilizada para la precipitacion de la enzima, sobre la actividad relativa remanente
medida a 25°C del precipitado de proteina recuperado y disuelto en amortiguador de
acetatos 0.1 M pH 5 para dar un volumen igual al del extracto crudo original. Se puede
observar, que por arriba de 85 % (v/v) de acetona, la actividad relativa sigue un
comportamiento asintotico. Lo cual indica que a esta concentracion de acetona o mayor se

recupera la mayoria de la proteina del extracto crudo.
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Figura 5.1.- Efecto de la concentracién % (v/v) de acetona utilizada para precipitar la proteina
sobre la actividad relativa remanente de la enzima lacasa recuperada y disuelta en

un volumen igual al del extracto crudo.
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La actividad relativa méxima recuperada fue 63%, sin embargo la recuperacion de proteina
a concentraciones de acetona por arriba de 85% (v/v) fue de 95.15%. Se disolvié el s6lido
libre de acetona en 0.1 M de amortiguador de acetatos pH 5. Mediante esta metodologia se

recuperd el 95.15% de la proteina sin notable pérdida de la actividad.

La diferencia del 37 % de perdida de la actividad puede atribuirse al hecho de que en el
extracto crudo estd el mediador acido fenotiazin 10 propidnico presente en el DeniLite II S
(Soares et al., 2001). El cual puede aumentar la velocidad de oxidaciéon del ABTS durante
la determinacién de la actividad, teniendo un efecto sinergista sobre la oxidacién del
ABTS. Este mediador no estd presente en la enzima separada por precipitacion con acetona
fria, por lo tanto, la actividad relativa resulta menor. Esta diferencia en actividad relativa se
debe entonces a la presencia del mediador en el extracto crudo y no a la perdida de

actividad por desnaturalizacion.

5.2 Determinacion de los parametros cinéticos de la enzima lacasa

5.2.1 Parametros cinéticos con ABTS como sustrato

Para determinar los pardmetros cinéticos de la enzima lacasa parcialmente purificada, se
utilizé el ABTS como sustrato a 40°C en mezclas de reaccién constituidas por diferentes

concentraciones de ABTS (0 - 6 mM) en 0.1 M de amortiguador de acetatos pH 5,
determinando el incremento de absorbancia a 420 nm. (€=36000 M 'cm™ para el ABTS

oxidado). Los datos se ajustaron al modelo cinético tipo Michaelis-Menten, como se
muestra en la figura 5.2. Los circulos vacios corresponden a los datos experimentales y la
linea continua corresponde al ajuste de los datos al modelo, las barras verticales muestran

la desviacion estandar de las determinaciones por triplicado.

El peso molecular de la enzima lacasa fue de 80 kDa (determinado por electroforesis en
poliacrilamida). En la Tabla 5.1 se muestra que el valor del Ky, fue de 200 uM y la kcat de
713 min'l, ambos resultados obtenidos utilizando el ABTS como sustrato. Estos
pardmetros cinéticos son ligeramente diferentes a los reportados por Li et al. (1999) para la

enzima lacasa de Myceliopthtora termophila a 20 °C.
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Figura 5.2.- Cinética tipo Michaelis-Menten de la enzima lacasa con el ABTS como sustrato a

Tabla 5.1- Comparacién de las constantes cinéticas de la lacasa recuperada por precipitacion con

40°C.

acetona y las reportadas por Li et al., (1999). (a) Constantes de la enzima recuperada

por precipitacién por acetona; (b) constantes reportadas por Li et al., (1999).

Sustrato
ABTS Siringaldazina
Parametro (@) (b) (@) (b)
K (M) 200 96 +5 52 29+0.4
Keat (MIN) 713 440 + 300 1213 1100 + 250
Temperatura (°C) 40 20 30 20

5.2.2 Parametros cinéticos con siringaldazina como sustrato

Se determinaron los parametros cinéticos de la enzima lacasa, utilizando la siringaldazina

como sustrato a 30°C en mezclas de reaccién con diferentes concentraciones de

siringaldazina (0 - 0.15 mM) en 0.1 M de amortiguador de acetatos pH 5. Para ello, se

midié el incremento de absorbancia a 530 nm (&= 65000 M'cm™ para la siringaldazina
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oxidada) y se determinaron las velocidades iniciales para cada una de las concentraciones
de siringaldazina utilizando la misma concentracion de enzima. Los datos se ajustaron al
modelo cinético tipo Michaelis-Menten, mediante Solver, como se muestra en la figura 5.3,
los circulos vacios corresponden a los datos experimentales y la linea continua corresponde

al ajuste de los datos al modelo.

Los valores de los pardmetros cinéticos para la enzima lacasa, utilizando siringaldazina
como sustrato a una temperatura de 30°C y pH 5, ajustando los datos experimentales al

modelo cinético tipo Michaelis-Menten, se muestran en la Tabla 5.1.
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Figura 5.3.- Cinética tipo Michaelis-Menten de la enzima lacasa con siringaldazina como

sustrato a 30°C.

5.3 Efecto de la concentracion de alcoholes y acetonitrilo sobre la actividad de la

enzima lacasa

Se evaluo el efecto de la concentracion de diferentes alcoholes % (v/v) sobre la
actividad de la enzima lacasa y se compar¢é esta actividad relativa con el efecto de la
concentracion del acetonitrilo utilizando el ABTS como sustrato. Esto fue con la
finalidad de encontrar un disolvente que fuera adecuado para el dibenzotiofeno

(DBT), y establecer un sistema de reaccion, ya sea de una o dos fases, donde
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estuvieran presentes, tanto este compuesto azufrado que es poco soluble en agua, asi

como la enzima lacasa y el mediador ABTS.

Los alcoholes utilizados fueron metanol, etanol, e isopropanol. Estos alcoholes
pueden modificar la distribucion del DBT en el sistema de dos fases hexano/fase
polar, donde la fase polar estd constituida por agua-disolvente, pudiendo ser el

disolvente alguno de los alcoholes o el acetonitrilo.

En la figura 5.4 se puede observar que la actividad relativa aumenta cuando la
concentracion de metanol, etanol e isopropanol esta entre 5 y 15% (v/v), dando la
maxima actividad relativa para los tres alcoholes a 5%, con un incremento de 27,
18.6, 16.4 % para el metanol, etanol e isopropanol respectivamente respecto a la
actividad sin disolvente. A 20 % (v/v) la actividad relativa es practicamente igual a la
actividad sin la presencia de disolvente para el metanol y un 73 y 66 % para el etanol

e isopropanol.

Al aumentar la concentracion del acetonitrilo la actividad relativa disminuye
drasticamente, con tan solo 15 % (v/v) de acetonitrilo la actividad relativa disminuye

de 100 a un 37%.

140
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Concentracion del disolvente (%v)

Figura 5.4.- Efecto de la concentracion de los alcoholes metanol, etanol, isopropanol y del

acetonitrilo sobre la actividad enzimatica de la lacasa.
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Es importante mencionar que este efecto depende del tipo de lacasa, ya que para el caso de
la lacasa de Coriolopsis gallica utilizada por Pickard et al. (1999) presenta menor
inhibicién para el acetonitrilo que la lacasa de Novo Nordisk, pues con una concentracion

de 15 % (v/v) de este disolvente, su actividad relativa es de aproximadamente 90 %.

5.4 Distribuciéon del DBT en hexano/fase polar

El Coeficiente de particion P se define como la relacion de equilibrio de la concentracion
de una sustancia disuelta en un sistema de dos fases formada por los disolventes

inmiscibles n-octanol y agua.

P = [soluto]y-octanol / [SOIUtO]agua (D)

Donde:

P = Coeficiente de particion.
[soluto]-octanol = Concentracién molar del soluto en la fase de n-octanol.

[soluto],eua = Concentracion molar del soluto en la fase de agua.

El coeficiente de particion es el cociente de dos concentraciones, por lo tanto es
adimensional y generalmente se expresa en la forma de logaritmo base 10 (Log P).
Para el hexano, el valor de Log P es de 3.5, para el acetonitrilo es de -0.33, para el etanol

-0.24 (Laane et al., 1987) y para el dibenzotiofeno es de 4.49 (Van Mouwerik, et al. 1997).

Llamamos coeficiente de distribucion D para el sistema hexano-fase polar, para
diferenciarlo del coeficiente de particion P, ya que este ultimo, se utiliza generalmente para
el sistema n-octanol/agua. D se define como el coeficiente de distribuciéon del DBT en el
sistema hexano/fase polar, en el cual la fase polar estd constituida por agua y otro
disolvente miscible con agua como el acetonitrilo o alcoholes. Por lo tanto, el coeficiente
de distribucion D, es la relacion de como se distribuye la concentracién del DBT en un
sistema de dos fases formado por tres disolventes de los cuales dos son totalmente
miscibles (por ejemplo agua-acetonitrilo) y un tercero poco miscible respecto a los otros

dos (hexano).

D= [DBT]hexanol [DBT ]tase polar (2)
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Donde:

D = Coeficiente de distribucion.
[DBT J1exano = Concentracion molar de DBT en la fase hexano.

[DBT]fase polar = Concentracion molar de DBT en la fase polar.

El coeficiente de distribucion D se determiné cuantificando la concentraciéon del DBT en la
fase polar mediante HPLC. Para establecer el equilibrio entre las dos fases, como es
descrito en Materiales y Métodos, se colocaron 4 mL de hexano con una concentracién de
10.91 mM de DBT y 4 mL de fase polar formada por agua disolvente, donde el disolvente
fue etanol o acetonitrilo, en un intervalo de concentraciones de 0-40 % (v/v) respecto a la
fase polar, se tapd y se mantuvo a la temperatura a la cual se determiné el valor D. Las
temperaturas a las que se determiné D fueron 40 y 50°C tanto para el acetonitrilo como

para el etanol.

En la figura 5.5 se puede observar que el valor de Log D para el DBT en hexano/agua a
40°C es de 4.285 y en la figura 5.6 se puede observar que el valor de Log D para el DBT
en hexano/agua a 50°C es de 4.06 respectivamente indicando que al aumentar la
temperatura, el DBT, que es mas soluble en hexano que en agua, modifica su distribucion

incrementando en un 67 % mas la solubilidad del DBT en la fase acuosa.
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4 A Etanol
o3
(o))
3 2 - Log(D) = -0.0562*(% volumen acetonitrilo) + 4.285
] R? = 0.9964
1 _ Log(D)= -0.0479*(% volumen etanol) + 4.285
R? = 0.9623
0 L] ] L] L] u L]
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% volumen de disolvente

Figura 5.5.- Efecto de la concentracion del disolvente acetonitrilo o etanol %(v/v) sobre el valor

de Log D a 40°C
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Esto se puede ver mas claramente al determinar la concentracion de DBT en la fase polar
al hacer simultaneas la ecuacion (2) donde la fase polar es unicamente agua con la

ecuacion de balance de moles de DBT en el sistema de dos fases.

Qrosr) = [DBT]1Vr (3)
Donde:

Qrost) = Moles totales de DBT.
[DBT]t = Concentracion molar total de DBT en las dos fases.

V1= Volumen total de las dos fases en L.

5
O Acetonitrilo
4 A Etanol
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()]
3 2 4 Log(D) = -0.0475*(% volumen acetonitrilo) + 4.06
R?=0.9714
1 i Log(D) = -0.0471*(% volumen etanol) + 4.06
R? = 0.9805
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% volumen de disolvente

Figura 5.6.- Efecto de la concentracion del disolvente acetonitrilo o etanol %(v/v) sobre el

valor de Log D a 50°C

Ademas, QrpgsT) se puede expresar como:

QT(DBT) = [DBT] hexano*Vhexano + [DBT]fase polar*Vfase polar (4)

Donde:
[DBT Jhexano = Concentracién molar de DBT en la fase de hexano.
Vhexano = Volumen de la fase de hexano en L.

[DBT]fase polar = Concentracion molar de DBT en la fase polar.
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Vfase polar = Volumen de la fase polar en L.

Despejando la [DBT]nexano de la ecuacion (2) y el valor de Qrpsr) de la ecuacion (3),
sustituyendo ambas equivalencias en la ecuacion (4) y finalmente despejando el término

[DBT]fase polar t€NEMOS:

[DBT]fase polar = [DBT]T VT/(DVhexano + Vfase polar) (5)

Donde:

[DBT]t = Concentracion molar total de DBT en las dos fases.

Definiendo:

Vfase polar/ VT =X (6)

Donde:

x= Fraccion en volumen de la fase polar.

Por lo tanto:

Vhexano/ VT = (I'X) (7)

Despejando Viase polar de 1a ecuacion (6) y Viexano de 1a ecuacion (7) y sustituyendo en la

ecuacion (5) obtenemos:

[DBT]tase potar = [DBT]1/(D(1-X) + x) (8)

Utilizando la ecuacion (8) podemos calcular cual es la concentracion de DBT en la fase
polar (para el caso particular donde esta fase es exclusivamente agua) a 40 y 50 °C, las
concentraciones de DBT en esta fase es de 0.57 y 0.95 uM respectivamente, al incrementar
la temperatura 10°C el aumento en la concentracion del DBT en la fase polar en 67%.

La ecuacion (8) ademés se puede aplicar para el caso en el cual la fase polar no sea

exclusivamente agua, tal como mezclas agua-acetonitrilo o agua-etanol. Por ejemplo a
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40°C, cuando la concentracion de disolvente fue de 15 % (v/v) para el acetonitrilo o etanol,
el Log D es de 3.40 y 3.64 respectivamente y la concentraciéon de DBT en la fase polar
agua-acetonitrilo es de 4.3 uM y la de agua-etanol es de 2.5 uM, dando un incremento de
72% mas DBT el acetonitrilo respecto al etanol en la mezcla con el agua. Cuando la
temperatura es de 50°C, para la misma concentracion de 15% de disolvente, el Log D para
el acetonitrilo y el etanol es de 3.24 y 3.51 respectivamente y la concentraciéon de DBT en
la fase polar agua-acetonitrilo es de 6.27 uM y la de agua-etanol es de 3.37 uM, dando un
incremento de 86% mas DBT el acetonitrilo respecto al etanol en la mezcla con el agua.
Sin embargo, aunque podemos concluir que en el sistema hexano/(agua-acetonitrilo) la
distribucion del DBT hacia la fase polar es mas favorable que para el sistema
hexano/(agua-etanol), es importante observar que al aumentar la temperatura de 40 a 50°C
la distribucion del DBT en la fase polar del sistema hexano/(agua-etanol) se incrementa

35%.

Conociendo los coeficientes de distribucion a una temperatura dada y cuando el volumen
de la fase organica (hexano) sea igual o mayor a la fase polar, Viexano > Viase polar, S€ puede
utilizar la ecuacion (8), obteniéndose valores de distribucion aproximados, dada la menor
solubilidad del DBT en la fase polar respecto al hexano. Por ejemplo, para un volumen de
10 mL de hexano, con una concentracion de 10 mM de DBT, al ponerse en contacto con 2
mL de una fase polar agua-etanol con el 15% de etanol (v/v) a 40°C, aplicando la ecuacion

(8), la concentracion de DBT en la fase polar es de 2.29 uM.

De igual manera, como se puede observar en la figura 5.6, la pendiente al graficar Log D
vs % en volumen de disolvente, acetonitrilo o etanol, es de -0.0562 y -0.0479
respectivamente. Una pendiente mayor en valor absoluto indica que Log D es menor y por

lo tanto la distribucion de DBT en la fase polar se incrementa.

5.5 Reaccion de oxidacion del DBT con la enzima lacasa en un sistema de dos fases

hexano/fase polar

Se realizd la oxidacion del DBT a 40 °C en un sistema de reaccion de dos fases, la fase

organica estuvo constituida por 10 mM de DBT disuelto en 10 mL de hexano, la fase polar
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estuvo constituida por 0.1 M de amortiguador de acetatos pH 5, 1.5 mM de ABTS, con o

sin 15 % v/v de acetonitrilo en un volumen final de 2 mL.

La finalidad de utilizar el acetonitrilo fue para mejorar la distribucién del DBT hacia la
fase polar. Sin embargo, la actividad de la enzima libre por la presencia de este disolvente
disminuye a un 37 %. En una serie de experimentos se utiliz enzima lacasa inmovilizada
en perlas de alginato (0.15 g) con una actividad de 1.16 U/g de soporte. En otra serie se

utilizé enzima libre (en una concentracién de 4U/mL en base al volumen de la fase polar).

5.5.1 Reaccion en un sistema de dos fases hexano/fase polar con enzima libre

En la figura 5.7 se muestran los perfiles de cromatografia liquida HPLC de la fase organica
de los experimentos de oxidaciéon del DBT con la enzima lacasa y el mediador ABTS en un
sistema de dos fases hexano-agua utilizando enzima libre. El perfil I corresponde al control
negativo con enzima inactiva, el perfil II al control negativo sin DBT y el perfil III

corresponde a la reaccion.

P
5

Figura 5.7.- Perfiles de HPLC de la fase hexano de la reaccién de oxidacién del DBT con la enzima
lacasa en un sistema de dos fases hexano-agua utilizando enzima libre. I: control
negativo con enzima inactiva, II: Control negativo sin DBT, III: Reaccion. Los picos

identificados corresponden a: DBT (a), ABTS (b) y ABTS oxidado/ABTS (c).

El area del pico de DBT (a) en el control con enzima inactiva fue 1556884 y en la mezcla
de reacciéon después de 72 h fue 1534617, la diferencia de 22267 es menor al valor de la
desviacion estandar de las replicas (£ 51468), lo que indica que no existe una diferencia

significativa en la concentracion del DBT después de la reaccion, ni se generd ningtin pico
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nuevo que indique la presencia de productos de oxidacion del DBT, esto quiza se debio a
que el DBT no se distribuyo adecuadamente en la fase polar para que pudiera reaccionar
(0.518 uM) y que la concentracion de oxigeno en estos experimentos no fue lo
suficientemente alta (7.1 moles de oxigeno/mol de DBT 6 236.7 moles de oxigeno/mol de

ABTS).

En la figura 5.8 se muestran los perfiles de cromatografia liquida HPLC de la fase orgénica
de los experimentos de oxidacion del DBT con la enzima lacasa y el mediador ABTS en un
sistema de dos fases (hexano-agua/acetonitrilo) utilizando enzima libre. El perfil I
corresponde al control negativo con enzima inactiva, el perfil II al control negativo sin

DBT y el perfil III corresponde a la reaccion.

a 3
C
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Figura 5.8.- Perfiles de HPLC de la fase hexano de la reaccion de oxidaciéon del DBT con la
enzima lacasa en un sistema de dos fases hexano-agua/acetonitrilo con 15% de este
solvente en base al volumen de la fase polar utilizando enzima libre. I: control
negativo con enzima inactiva, II: Control negativo sin DBT, III: Reaccion. Los picos

identificados corresponden a: DBT (a), ABTS (b) y ABTS oxidado/ABTS (c).

El 4rea del pico de DBT (a) en el control con enzima inactiva fue 1535091 y en la mezcla
de reaccion después de 72 h fue 1496787, la diferencia de 38304 es menor que la
desviacion estandar de las replicas (= 51468), lo que indica que no existe una diferencia
significativa en la concentracion del DBT después de la reaccidon, ni se generaron picos
nuevos. La presencia del acetonitrilo mejor6 la distribucion del DBT hacia la fase polar

(3.61 uM), pero disminuyo la actividad de la enzima lacasa sobre el ABTS.
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5.5.2 Reaccién en un sistema de dos fases hexano/fase polar con enzima inmovilizada

En la figura 5.9 se muestran los perfiles de cromatografia liquida HPLC de la fase orgénica
de los experimentos de oxidacion del DBT con la enzima lacasa y el mediador ABTS en un
sistema de dos fases hexano-agua utilizando enzima inmovilizada sobre perlas de alginato.
El perfil I corresponde al control negativo con enzima inactiva, el perfil II al control
negativo sin DBT y el perfil III corresponde a la reaccion. El area del pico de DBT (a) en
el control con enzima inactiva fue 1544268 y en la mezcla de reaccidon después de 72 h fue
1498142, nuevamente, la diferencia 46126 es menor que la desviacion estandar de las
replicas (= 51468), lo que indica que no existe una diferencia significativa en la

concentracion del DBT después de la reaccion, ni se generd ninglin pico nuevo.
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Figura 5.9.- Perfiles de HPLC de la fase hexano de la reaccion de oxidacion del DBT con la
enzima lacasa en un sistema de dos fases hexano-agua utilizando enzima
inmovilizada sobre perlas de alginato. I: control negativo con enzima inactiva, II:
Control negativo sin DBT, III: Reaccion. Los picos identificados corresponden a:

DBT (a), ABTS (b) y ABTS oxidado/ABTS (¢).

En estos experimentos con enzima inmovilizada, la actividad de la enzima sobre el ABTS
fue menor respecto a los experimentos con enzima libre, en conjunto con la baja
concentracion de oxigeno (7.1 moles de oxigeno/mol de DBT) y la poca difusiéon del DBT

hacia la fase polar, pudieron ser las causas de que el DBT no se oxidara.
En la figura 5.10 se muestran los perfiles de cromatografia liquida HPLC de la fase

orgéanica de los experimentos de oxidaciéon del DBT con la enzima lacasa y el mediador

ABTS en un sistema de dos fases (hexano-agua/acetonitrilo) utilizando enzima
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inmovilizada sobre perlas de alginato. El perfil 1 corresponde al control negativo con
enzima inactiva, el perfil II al control negativo sin DBT y el perfil III corresponde a la
reaccion. El area del pico de DBT (a) en el control con enzima inactiva fue 1443413 y en
la mezcla de reaccion después de 72 h fue 1464462, la diferencia 21049 es menor que la
desviacion estandar de las replicas (= 51468), lo que indica que no existe una diferencia
significativa en la concentracion del DBT después de la reaccion, ni se generd ningun pico
nuevo. La presencia del acetonitrilo mejor6 la distribucion del DBT hacia la fase polar,

pero disminuyo la actividad de la enzima lacasa sobre el ABTS.
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C
b C
I 1 11

Figura 5.10.- Perfiles de HPLC de la fase hexano de la reaccion de oxidacion del DBT con la
enzima lacasa en un sistema de dos fases hexano-agua/acetonitrilo con 15% de este
solvente en base al volumen de la fase polar utilizando enzima inmovilizada sobre
perlas de alginato. I: control negativo con enzima inactiva, II: Control negativo sin
DBT, III: Reaccion. Los picos identificados corresponden a: DBT (a), ABTS (b) y
ABTS oxidado/ABTS (c¢).

5.6 Oxidacion del DBT por el sistema lacasa-ABTS en acetonitrilo-agua

Debido a los problemas difusionales para que se distribuya el DBT hacia la fase polar en
los sistemas de dos fases, ademds de que el mediador activado y el DBT deben estar en
contacto para que la reaccion proceda y estos compuestos tienen diferente polaridad, se
procedié a realizar sistemas de reaccion homogéneos de una sola fase, tomando en
consideracion las condiciones de reaccion utilizadas por Pickard et al. (1999), tales como
el uso de 15% de acetonitrilo para lograr disolver 25 uM del DBT vy utilizar 1.5 mM del
mediador ABTS.
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La oxidacion del DBT por la enzima lacasa se realizé de acuerdo a la metodologia descrita
en Materiales y Métodos y fue monitoreado por HPLC. En la figura 5.11 se muestra el
perfil de HPLC de la reaccion de oxidacion del DBT a 40°C con el sistema lacasa-ABTS
después de 72 h de reaccion (IV) asi como de los controles negativos (I; 11, y III) en los

cuales alguno de los reactivos no estuvo presente.

Estos experimentos se realizaron en frascos serologicos de 120 mL, colocando un volumen
de 6 mL de mezcla de reaccion y el espacio de cabeza (114 mL) lleno de aire, el cual
corresponde a 7.49 x 10 moles de oxigeno (4993 mol de O,/mol de DBT 6 83 moles de
O,/mol de ABTYS).

b b b
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Figure 5.11 — Perfiles de cromatografia liquida (HPLC) de la reaccién de oxidacién del DBT con la
enzima lacasa y ABTS en presencia de aire, después de 72 h a 40° C. I: control
negativo sin ABTS; II: control negativo con enzima inactiva; III: control negativo,
mezcla de reaccién sin DBT y IV: Reaccién con DBT. Los picos identificados

corresponden a: DBT (a), ABTS (b) y producto (c).

El control negativo I fue sin ABTS, en el control negativo II fue con enzima inactiva
(desnaturalizada por calor, 20 min a 121°C y 15 Ib/in?), el control negativo III fue sin DBT.
Se puede observar que el pico del DBT disminuyd sé6lo cuando la mezcla de reaccion
contenia todos los reactantes: DBT, ABTS y enzima lacasa activa. Los controles negativos
I y II no mostraron reduccion de la concentracion del DBT, y el control negativo III, el
cual carecia de DBT, no gener6 ningln pico a tiempos de retencion por arriba del tiempo
de retencion del DBT. Sin embargo, con la mezcla de reaccion que contenia todos los
reactivos: DBT, enzima activa y ABTS (perfil de HPLC IV), la concentracién de 25 uM de
DBT disminuyo 45.18% comparado con los controles negativos y un nuevo pico con un

tiempo de retencion mayor al del DBT fue detectado (tg =7.98 min). El producto de la
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reaccion de oxidacion del DBT con la enzima lacasa y el mediador ABTS presenté un
tiempo de retencion mayor al de DBT, esto puede explicarse debido a que el ABTS al ser
oxidado por la lacasa forma radicales libres, los cuales pueden reaccionar con el DBT y
favorecer la formacion de un polimero, en el cual pueden estar incluidos tanto los

productos de oxidacién del ABTS como del DBT.

Debido a la diferencia entre los coeficientes de extincion molar la disminucion del area del
pico de DBT (5954) no correspondi6 al area del producto formado (8242). Ademas, la
aparicion de un precipitado azul en la interfase acetonitrilo-agua sugiere que parte de los
productos de oxidacion del DBT, pueden encontrarse en este precipitado. Sin embargo no
se realizaron intentos posteriores para caracterizar estos productos. Con la finalidad de
investigar si la oxidacion del DBT mediante el sistema lacasa-ABTS podia aumentar el
grado de conversion del DBT en funcion de la concentracion de oxigeno, se realizd la
reaccion en presencia de diferentes relaciones molares de [O,]/[ABTS] a 40°C durante un
tiempo de 48 horas. La figura 5.12 muestra el efecto de la concentracion de oxigeno sobre
la transformacion del DBT. Los datos ajustados a una curva hiperbolica, muestran una
tendencia asintdtica cuando la relaciéon molar [O;]/[ABTS] > 50, y una oxidacion de DBT

casi completa cuando esta relacion molar fue de 140.
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Figura 5.12 — Dependencia de la concentracién de oxigeno sobre la oxidacién del DBT con la
enzima lacasa y el mediador ABTS. Datos experimentales (O), ajuste de los datos

experimentales ( __ ), rango de confianza al 95% ( --- ).

51



Resultados y Discusion

Este experimento mostrd que el oxigeno fue necesario en un gran exceso para que la
reaccion de oxidacion de 25 uM de DBT con la enzima lacasa y el mediador ABTS se

efectuara por completo.

La figura 5.13 muestra la cinética de oxidacién de 25 uM de DBT por el sistema lacasa-
ABTS con una relaciéon molar de [O,]/[ABTS] = 396. La reaccion se realizé en un medio
de acetonitrilo-agua. La constante de primer orden fue k; = -6.26 x 10* min™'. Este
resultado muestra dos caracteristicas importantes del sistema lacasa-ABTS. Es un proceso
muy lento y requiere un gran exceso de oxigeno y mediador. No se tuvo éxito de
incrementar la velocidad de oxidacion del DBT al aumentar la temperatura, porque el
ABTS oxidado es un compuesto 1dbil a temperaturas por arriba de 50 °C. Por otro lado, la
oxidacion del ABTS por medio de la enzima lacasa es muy rdpida. Esto sugiere que la
etapa limitante es la oxidacion no enzimatica del DBT por el ABTS oxidado, la cual es una
reaccion muy lenta comparada con las de otros catalizadores orgénicos, tales como los
compuestos tetra-amido macrociclicos llamados TAML (Hangun et al., 2002; Collins,

1994).

Tiempo, h

Figura 5.13.— Cinética de oxidaciéon del DBT en un medio constituido con agua-acetonitrilo
mediante el sistema enzima lacasa-mediador ABTS a 40° C y una relacién molar

inicial de [O2]/[ABTS] = 396.
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5.7 Oxidacion de la siringaldazina por el ABTS oxidado en ausencia de la enzima lacasa

Majcherczyk y Johannes (2000) reportaron que el ABTS oxidado (en forma de radical
libre) puede oxidar algunos sustratos en la ausencia de la enzima. Por ejemplo, en la figura
5.14 podemos observar el comportamiento de los espectros de absorbancia para diferentes
especies quimicas, el barrido para la mezcla de ABTS oxidado /ABTS, obtenida mediante
la enzima lacasa inmovilizada sobre silice gel (0.29 mg proteina/g silice gel) a una
concentracion de 4 uM de ABTS oxidado, el barrido de una solucion de 2 uM
siringaldazina y el barrido de la mezcla de los reactivos anteriores a la misma
concentracion final. La oxidacion de la siringaldazina por el ABTS oxidado ocurre en
menos de un segundo, el pico ¢ correspondiente al ABTS oxidado, disminuye y se genera
el pico d, correspondiente a la siringaldazina oxidada, en la cual estdn presentes quinonas
(ver Figura 5.15), especies quimicas que tienden a formar polimeros (Burbonnais y Paice,

1990), produciendo un precipitado de color rosa.

0-60 T T T T T T T T T
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Figura 5.14.- Espectros de absorbancia de diferentes especies quimicas: mezcla ABTS

oxidado/ABTS ( - 0-o0 - ), siringaldazina (_ A ), mezcla de los reactivos

anteriores a la misma concentracion final (). El pico a corresponde a

siringaldazina (A=359 nm), b corresponde a ABTS (A=343), ¢ corresponde

al ABTS oxidado (A=420 nm) y d corresponde a la siringaldazina oxidada
(A=530 nm).

Bourbonnais et al. (1998) estudiaron las propiedades electroquimicas y reactividades del

mediador ABTS y sus intermediarios responsables de la oxidacion de lignina. EI ABTS se
oxido primero al catidon radical (ABTS+°) y luego al dication (ABTS™). Las dos especies

oxidadas son relativamente estables y electroquimicamente reversibles. El ABTS" fue el
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responsable de la oxidacion del alcohol veratrilico como modelo de lignina no fenolico,

+
mientras que ABTS *® reaccioné sélo con estructuras fendlicas de la lignina.

Myrna Solis (estudiante de doctorado del grupo del Dr. Viniegra) mediante estudios de

electroquimica del mediador ABTS y sus intermediarios, demostré que hay un equilibrio:
ABTS ® , ABTS™ +¢ 9)

Esta reaccion esta desplazada a la izquierda, por que el ABTS™" reacciona con el ABTS de

la siguiente manera:

ABTS™ + ABTS , ABTS * (10)

N
Por lo tanto el ABTS ° es la especie intermediaria mas estable, y es la que se genera

durante la oxidacion del ABTS por la enzima lacasa, tiene su Amax a 420 nm.

En base a estos resultados, en la figura 5.15 se muestra el posible mecanismo de oxidacion

de la siringaldazina mediante el ABTS oxidado en forma de ABTS *.

a)
+ - -+ +- -+
NH,0,S S S SO,NH NH,0,S SO,NH,
G wSEv¢ UL s ¢ M € A
| | Enzima I+ '|‘l
CH,CH, CHCH, lacasa CHCH, CH,CH,
ABTS inmovilizada

Monocatién ABTS*

b)
Me OMe Me
H c=N-N=c— )-0H 2ASTS o
G=N-N=C e 0 _ﬁ-N=N—ﬁ:Q=O
OMe OMe

OMe OMe
Siringaldazina
Siringaldazina oxidada

+
2 ABTS

Figura 5.15.- a) Oxidacion del ABTS por la enzima lacasa inmovilizada. b)

Oxidacion de la siringaldazina por el ABTS+'. Me, metil.

Se determind la relacion estequiométrica de la reaccion de oxidacion de la siringaldazina
por el ABTS oxidado. La Tabla 5.2 muestra la relacion entre el consumo del ABTS
oxidado y la formacion de siringaldazina oxidada, con 3.35 pM a 6.5 uM de ABTS
oxidado y 2 uM a 12.5 pM de siringaldazina.
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Tabla 5.2 — Determinacion del coeficiente estequiométrico de reaccion con cambios de
absorbancia en mezclas de ABTS oxidado y siringaldazina a diferentes

proporciones.
Mezcla de Relacion pM inicial A Absorbancia Coeficiente
estequiométrico
reaccion ABTS oxidado/ ABTS Siringaldazina calculado
siringaldazina oxidado oxidada .
420 nm 530 nm ABTS oxidado/
£=36.000 £=65.000 siringaldazina
1 6.5/2.17 -0.134 0.121 2.00
2 4.0/2.0 -0.149 0.140 1.92
3 3.35/1.25 -0.121 0.109 2.00

El valor promedio del coeficiente estequiométrico fue de 1.97+ 0.046. Este es consistente
con un mecanismo de oxidacion de dos etapas de remocion de electrones del sustrato por

una molécula de ABTS oxidado (ver Figura 5.15).

5.8 Oxidacion de la siringaldazina por el ABTS oxidado en condiciones anoxicas

Se realiz6 la oxidacion de la siringaldazina por el ABTS oxidado en condiciones anoxicas
para saber si era necesaria la presencia del oxigeno. Los reactivos ABTS oxidado y
siringaldazina se colocaron por separado en frascos serologicos sellados herméticamente, a
los cuales previamente se les desplazo el aire con un flujo N, por 10 min a 10 psi. La
reaccion se realizo con 30 mL de 45 uM de ABTS oxidado con 2.7 mL de 0.5 mM de
siringaldazina adicionada con una jeringa de un frasco a otro. En los controles negativos se
inyectd a los frascos reactivos con agua destilada. La reaccion ocurrid6 muy rapido, en
menos de un segundo, mostrando un cambio de color, de azul verde a violeta, que después

de 45 min dio lugar a un precipitado rosa.

La diferencia de la reaccion de oxidacion de siringaldazina por el ABTS oxidado en
condiciones anoxicas y en la presencia de aire, fue la turbidez y coloracion después de 45
min, con mas abundante precipitado de color rosa en el sistema abierto. Esto indica que la
reaccion de oxidacion de la siringaldazina por el ABTS oxidado no requiere oxigeno como
aceptor final de electrones, a diferencia de la oxidacion del ABTS por la enzima lacasa.
Pues, los frascos seroldgicos con lacasa y ABTS en ausencia de O, no tuvieron ningun

cambio de color (estos experimentos correspondieron a un control negativo de la reaccion
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descrita en la figura 5.11, del cual no se report6 el perfil de cromatografia, pues al tomar la
muestra para inyectarla en el HPLC, ésta se puso en contacto con el oxigeno del aire y
provocd la reaccion de oxidacion del ABTS por la enzima, ain en presencia del
acetonitrilo. Por esta razon, se utilizd6 el control negativo con enzima inactivada

térmicamente).

Por otro lado, los intentos realizados para oxidar el DBT por contacto directo con ABTS
oxidado en un medio con etanol, separado de la enzima lacasa, no tuvieron éxito. Esto
apoya un posible rol no estequiométrico para el oxigeno en esta reaccion compleja,
involucrando la oxidacion y posible reciclaje del ABTS entre la enzima y DBT, usando
oxigeno como un aceptor final de electrones y quizd una fuerza motriz por exceso de
oxigeno, para la estabilizacion de intermediarios desconocidos. Esta reaccion de oxidacion
del DBT en presencia de la enzima y un exceso de oxigeno, estuvo acompafiada de un
precipitado azul insoluble tanto en acetonitrilo como en agua. A mayor cantidad de
precipitado, menor area del pico de producto de oxidacion del DBT (tg =7.98 min). La
formacion de polimeros derivados de la oxidacion del DBT puede ser una manera

interesante para remover compuestos azufrados.

5.9 Distribucion del DBT entre hexano y una fase polar

Yazu et al. (2001) reportaron el uso del acetonitrilo para extraer el DBT de un diesel ligero
y oxidarlo en esta fase. No obstante, se ha reportado que el acetonitrilo es un compuesto
toxico (Saillenfait y Sabate., 2000). Por ello, se realizé la comparacion del uso de mezclas
acetonitrilo-agua con las de etanol-agua para extraer el DBT de una fase de hidrocarburo.
La tabla 5.3 muestra la distribucion del DBT (10 mM) en 10 mL de hexano; después de
adicionar 2.4 mL de un solvente polar (etanol o acetonitrilo) y 0.5 mL de agua (estas
proporciones de hexano, solvente y agua fueron las mismas para las mezclas descritas
posteriormente relacionadas a la oxidacion del DBT por el peroxido de hidrogeno

catalizadas por el 4cido fosfotungstico utilizando etanol como solvente).

El DBT fue mucho mas soluble en hexano que en acetonitrilo o etanol como se muestra en
la tabla 5.3. Sin embargo, ambos disolventes pueden ser utilizados para extraer el DBT de
una fase de hidrocarburo como es sugerido por Gore (2001). Ademds, ambos sistemas de

disolvente son capaces de realizar la extraccion de compuestos azufrados oxidados. El
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etanol tiene la ventaja de baja toxicidad comparado con el acetonitrilo. Sin embargo,
cuando se usa acetonitrilo no es necesario adicionar agua para tener la separacion de dos

fases.

Tabla 5.3.- Distribucién del DBT (10 mM) en 10 mL de hexano en un sistema de dos fases

constituido por 2.4 mL de solvente (etanol o acetonitrilo) y 0.5 mL de agua.

Concentracion de
% DBT total
DBT, (mM)
Sistema de dos
Solvente/ Solvente/
fases Hexano Hexano

agua agua
Hexano/
acetonitrilo 4.37 87.86 12.14

9.174

agua
Hexano/
etanol 9.43 3.1 91.3 8.7
agua

5.10 Reaccion de oxidacion del DBT con el peroxido de hidrégeno sin catalizador

Para investigar si era factible que el perdxido de hidrogeno podia oxidar al DBT, se realizo
la siguiente reaccion en un medio formado por 6.25 mM de DBT, 2.45 M de peroxido de
hidrogeno y 75% v/v de etanol a 25°C durante 24 h. Como se puede apreciar en los perfiles
de cromatografia de HPLC de la figura 5.16, en los controles negativos I (sustituyendo la
solucion de peroxido de hidrogeno al 30% por etanol) y II (sustituyendo la solucién de
peréxido de hidrogeno al 30% por agua) no disminuy6 la concentracién del DBT, pico a

(tr= 5.6 min), ni aparecieron picos nuevos.

En el control negativo III (sin DBT), se observa que el peréxido de hidrégeno se registra a
la A de 254 nm como un pico d (tg = 2.18 min). Cuando todos los reactivos estuvieron
presentes (perfil de HPLC IV) hay un nuevo pico b (tg = 2.42 min) con una area de
131,353 y la concentracion del DBT disminuy6 3.7 %. Para investigar si este nuevo pico
correspondia a sulfona de DBT, se inyect6 un estandar de este compuesto, perfil de HPLC
V pico ¢ (tg = 2.57 min). Dado que el nuevo pico b tiene un tiempo de retencion diferente

al de la sulfona de DBT, podemos pensar que se trata del sulfoxido de DBT.
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Figura 5.16.- Perfiles de HPLC de la reaccion de oxidacion del DBT con perdxido de hidrégeno
sin catalizador: I control negativo (sustituyendo la solucion de peroxido de hidrogeno
al 30% por etanol), control negativo II (sustituyendo la solucién de perdxido de
hidrégeno al 30% por agua), III control negativo (sin DBT), IV reaccion y V
estandar de sulfona de DBT.

5.11 Oxidacion del DBT por peroxido de hidrogeno con dcido fosfotungstico como

catalizador

La oxidacién quimica del DBT fue realizada en una mezcla de reacciéon conteniendo 10
mM de DBT disuelto en hexano (50 mL) y etanol (12 mL), peréxido de hidrégeno (76
mM) y 39 uM de 4cido fosfotingstico. En este sistema casi todo el DBT fue oxidado
después de 1 h. La figura 5.17 muestra los perfiles de cromatografia liquida (HPLC) de la
oxidacion del DBT con peroxido de hidrégeno y dcido fosfotiingstico en el sistema
hexano-etanol a diferentes tiempos. El pico del DBT disminuye simultineamente con la
aparicion de dos nuevos picos, uno correspondiente al sulféxido de dibenzotiofeno en la

fase de hexano y el otro correspondiente a sulfona de dibenzotiofeno en la fase de etanol.

Cuando la reaccién se dejé continuar por mas tiempo, la oxidacién del DBT formé un
precipitado sélido en la fase de etanol. Este material soélido fue separado por
centrifugacion, disuelto en acetonitrilo y analizado por HPLC, dando el mismo tiempo de

retencion que el estindar de sulfona de DBT (tg = 3.22 min) mostrado en la figura 5.17.

La figura 5.18 muestra la cinética de oxidacion de 10 mM de DBT en hexano-etanol a

60°C, como una funcién de la concentracién de perdxido de hidrdgeno, utilizando 39 uM
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de acido fosfotiingstico como catalizador. La concentracion de peroxido de hidrogeno tuvo

s6lo un pequeiio efecto sobre la velocidad inicial de reaccion. No obstante, se requirié una

relacion molar de [H,0,]/[DBT] = 2 para que la reaccién fuera completa.
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Figura 5.17 — Perfiles de cromatografia liquida (HPLC) de la oxidacion del DBT con perdxido de

DBT, mM

hidrégeno y acido fosfotungstico en hexano-etanol. I: tiempo 0 min, DBT (4.52 mM)
en la fase hexano después de una diluciéon 1:1 con hexano puro; II: tiempo 25 min,
DBT (2 mM) en la fase hexano; III: tiempo 120 min, DBT (0.003 mM) en la fase
hexano; IV: tiempo 120 min, sulfona de DBT (14 mM) en la fase de etanol; V:
estandar de sulfona de DBT (2.5 mM). Los picos identificados corresponden a DBT
(a), sulfoxido de DBT (b) y sulfona de DBT (c). Los nimeros arriba de los picos

representan los tiempos de retencion (min).

A 9.79mM H,O,
O 24.47 mM H,0,
0O 97.91 mM H,0,

MNDfe = — N — = m — -y —
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Figura 5.18 — Cinéticas de oxidacion de 10 mM DBT en el sistema hexano-etanol, utilizando

diferentes concentraciones de peréxido de hidrogeno.
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Esta relacion estequiométrica es compatible con un mecanismo de reaccién en dos etapas,
en el cual la formacién de sulféxido de DBT es la primer etapa y la formacién de sulfona
de DBT es la segunda. Asi, un mol de peréxido de hidrégeno se requiere en cada etapa.

El efecto de la relacion molar [H,O,]/[DBT] sobre la pseudo constante de velocidad de
oxidaciéon de primer orden (k;) fue determinada. Esta fue k, = -4.88 x10? min’! para
[H,0,]/[DBT] = 0.98; k, = -5.33 x10” min"' para [H,0,]/[DBT] = 2.44; y k, = -6.14 x10™
min”' para [H,0,]/[DBT] = 9.8. Como se puede apreciar en la figura 5.19, al graficar —k; vs
[H,O,]/[DBT], se obtiene un comportamiento asint6tico para el valor de —k, con un valor
méximo de 6.15x107 cuando la relacién [H,O,/[DBT] es mayor de 2. Estos resultados
indican que para valores de la relacion [H,O,]/[DBT] < 1, la concentracion de peroxido de
hidrégeno tiene un efecto significativo para la constante de pseudoprimer orden k,, y para
valores de la relacién [H,O,]/[DBT] > 1, por arriba de la relacion estequiométrica, tiene

poco efecto sobre la constante de pseudoprimer orden kj, en la reaccién de oxidacién del

DBT en hexano-etanol utilizando el 4cido fosfotingstico como catalizador.
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Figura 5.19.- Efecto de la concentracion de peroxido de hidrogeno sobre la constante de
velocidad k.

Se analiz¢ la selectividad de esta reaccion entre el DBT y el fluoreno, estas dos moléculas
son muy similares entre si, la Unica diferencia entre ellas es que la molécula de DBT

contiene un atomo de azufre en lugar de un carbono. La reaccion se llevo a cabo bajo las
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mismas condiciones descritas arriba. El1 DBT fue oxidado totalmente después de 60

minutos, mientras que el fluoreno no fue modificado.

Como se muestra en la figura 5.20, la reaccion se dejé continuar hasta 150 minutos y la
totalidad del DBT presente desaparecid tanto de la fase de hexano como de etanol. El
producto de oxidacion del DBT, la sulfona del DBT, en su mayoria se recuperé como un
solido y parte de ella estuvo presente en la fase de etanol en una concentraciéon de 6.56
mM, que corresponde a 8.7% de la cantidad de sulfona total, el 91.3 % de sulfona restante

form¢ el precipitado.

Estos resultados demuestran la selectividad de esta reaccion sobre los compuestos

azufrados como fue discutido por Collins (1997).
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Figura 5.20.- En esta grafica se muestran las concentraciones de DBT y fluoreno a tiempo 0 y
después de 150 min de reaccion con perdxido de hidrogeno utilizando el acido
fosfotiingstico como catalizador en un medio de hexano-etanol. La concentracion de
DBT desaparecié por completo de la fase hexano después de 150 minutos de

reaccion a 60°C.

5.12 Desulfuracion oxidativa del diesel

La oxidacion quimica de los compuestos azufrados de un diesel comercial, se llevo a cabo
con 0.24 M de perdxido de hidrégeno y 118.6 uM de acido fosfotungstico como

catalizador, a 60°C y bajo presion atmosférica durante un tiempo de reaccion de 3 h. Se
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utilizo el etanol o el acetonitrilo como disolventes, como se describe en Materiales y

Métodos.

Cuando no estuvo presente el peréxido de hidrégeno, el acetonitrilo removié 5.7 % més
azufre que el etanol como se muestra en la tabla 5.4, mientras que para los controles
negativos, donde no estuvo presente el 4cido fosfotingstico, el etanol logré remover 7.5 %
mads azufre que el acetonitrilo. Para las muestras tratadas donde estuvieron presentes, tanto
el peréxido de hidrégeno como el dcido fosfotingstico, el acetonitrilo logré remover 9.3%
mds diesel que el etanol. La tabla 5.4 muestra que la mezcla completa de reaccion logréd
remover cerca del 70% del azufre presente en el diesel comercial. Estos resultados
demuestran que el etanol puede ser considerado como una buena opcidn para ser utilizado
como disolvente en la reaccion de oxidacion y remocion de los compuestos azufrados en
diesel, ya que la capacidad del etanol para remover los compuestos oxidados del diesel es

similar a la obtenida con acetonitrilo con la ventaja adicional que el etanol no es téxico.

Tabla 5.4.- Comparacién del etanol con el acetonitrilo para la reaccién de oxidacién con
peroxido de hidrogeno y 4cido fosfotingstico y remocién de los compuestos

azufrados del diesel.

Acetonitrilo Etanol
Componentes en mezcla Azufre % de Azufre % de
de reaccion remanente remocion remanente | remocién de
en diesel de azufre en diesel azufre en
(ppm) en diesel (ppm)) diesel

Agua

. . . 346.06 + 3.8 0.00 367.03 £ 0.9 0.00
Acido fosfotungstico
Perdxido de hidrégeno 326.73 £4.3 5.58 319.083+4.2 13.08
Perdxido de hidrégeno

p . 79.33+2.7 77.07 118.30 £ 0.8 67.77
Ac. fosfotlingstico

Una vez comparados el acetonitrilo y el etanol en sus capacidades para ser utilizados como
disolventes en la reaccién de oxidacion y remocién de los compuestos azufrados del diesel
con peroxido de hidrégeno y dcido fosfotingstico, se decidié evaluar el efecto de la
concentracion de peréxido de hidrégeno sobre la remocién de azufre del diesel utilizando
118.6 uM de acido fosfotingstico como catalizador y diferentes concentraciones de

peroxido de hidrégeno en el sistemas de reaccion utilizando el etanol como disolvente. En
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la figura 5.21 podemos observar que sigue un patron de saturacion inversa y a
concentraciones por arriba de 0.13 M de peroxido de hidrogeno, existe un comportamiento
asintdtico, donde no es posible remover mayor cantidad de azufre, esto quiza se deba a que
la fase de etanol esté saturada de compuestos azufrados. No obstante, cuando se realiz6 una
extraccion con igual volumen de etanol de las muestras, pudimos observar que en el
control negativo (el peréxido de hidrégeno fue remplazado por un volumen igual de agua),
la simple extraccion con etanol logré remover 122 ppm de azufre del diesel, mientras que
en la muestra tratada con la concentraciéon mas alta de peroxido de hidrogeno, 0.24 M,
después de la extraccion con etanol, produjo un diesel con un contenido de azufre menor
de 5 ppm, por debajo de los limites de deteccion del aparato de fluorescencia de rayos X.

Es importante mencionar que la relacion molar de [H,0O,]/[S] fue mayor de 10, ya que la
concentracion molar de los compuestos azufrados es proxima a 10 mM. Este resultado
mostr6é que el peroxido de hidroégeno, en la presencia de un catalizador adecuado no tiene
limitaciones importantes para oxidar los compuestos orgdnicos azufrados presentes en el

diesel, y que es posible remover todos los compuestos azufrados de este combustible.
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Figura 5.21 — Efecto de la concentracién de peréxido de hidrégeno sobre la remocién de
azufre en diesel, utilizando el etanol como disolvente. (O) después de
reaccion, (A) después de reaccién y una extraccién con un volumen igual de

etanol.

63



Resultados y Discusion

Con la finalidad de estudiar la selectividad que pueda tener este sistema de oxidacién y
remocion de compuestos azufrados, se obtuvieron los perfiles de hidrocarburos totales y
los perfiles de hidrocarburos azufrados tanto del control negativo (sin peroxido de
hidr6geno) como de las muestras tratadas con diferentes concentraciones de peréxido de
hidr6geno. La figura 5.22 muestra la comparacion de los perfiles de hidrocarburos totales y
azufrados del control negativo (sin perdxido de hidrogeno) y la muestra tratada con 0.24 M
de peréxido de hidrogeno después de tres horas de reaccion a 60°C, obtenidos por
cromatografia de gases (CG) con un detector fotométrico de flama especifico a azufre
(FPD). El panel (a) muestra el perfil de hidrocarburos totales y el panel (a’) el perfil de
hidrocarburos azufrados para el control negativo (sin peroxido de hidrégeno), el panel (b)
muestra el perfil de hidrocarburos totales y el panel (b’) el perfil de hidrocarburos
azufrados para la muestra tratada con 0.24 M de peroxido de hidrogeno. El perfil de
hidrocarburos totales del control negativo (Fig. 5.22 a) fue préacticamente el mismo que el
de la muestra tratada (Fig. 5.22 b) mostrando que el proceso de oxidacion con perdxido de
hidrogeno no modifica significativamente el perfil de hidrocarburos totales del diesel. Sin
embargo, el perfil de hidrocarburos azufrados de la muestra tratada (Fig.5.21 b’) dio una

sefial mas débil que la muestra del control negativo (Fig 5.22 a’).
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Figura 5.22 — Perfil de hidrocarburos en diesel obtenidos en un analizador fotométrico de flama
(FPD). a) Perfil de hidrocarburos totales en el control, a’) perfil de hidrocarburos
azufrados en el control, b) perfil de hidrocarburos totales después de la reaccién con
peroxido de hidrogeno y acido fosfotiingstico utilizando el etanol como disolvente, b’)
perfil de hidrocarburos azufrados después de la reaccién con peréxido de hidrégeno y

acido fosfotingstico utilizando el etanol como disolvente.

64



Resultados y Discusion

Ademas, los tiempos de retencion de los compuestos azufrados en la muestra de diesel
tratada fueron mayores que la muestra control, mostrando un incremento en el punto de
ebullicion de la mayoria de los compuestos azufrados debido al proceso de oxidacion.
Estos resultados son consistentes con la oxidacion y remocion selectiva de los compuestos

azufrados en el diesel.

En la figura 5.23 se muestran los perfiles de hidrocarburos azufrados presentes en el diesel,
obtenidos mediante un analizador fotométrico de flama (FPD).EI panel a de la figura 5.23
corresponde al perfil de hidrocarburos azufrados del control negativo (sin peroxido de
hidrogeno), podemos observar que existe un pico que presenta un valor en la escala de las
ordenadas de aproximadamente 20,000 y los tiempos de retencion de la mayoria de los

picos se encontraron entre 18 y 26 minutos.
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Figura 5.23 — Perfil de hidrocarburos azufrados presentes en el diesel, obtenidos en un analizador
fotométrico de flama (FPD). a) Perfil de hidrocarburos azufrados en el control negativo (sin
perdxido de hidrégeno), b) perfil de hidrocarburos azufrados de la muestra tratada con
0.024 M de peréxido de hidrégeno, c) perfil de hidrocarburos azufrados de la muestra
tratada con 0.13 M de peréxido de hidrégeno, d) perfil de hidrocarburos azufrados de la

muestra tratada con 0.24 M de peréxido de hidrégeno.
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El panel b de la figura 5.23 corresponde al perfil de hidrocarburos azufrados de la muestra
de diesel tratada con 0.024 M de peroxido de hidrégeno; podemos observar que existe un
pico con un maximo valor en la escala de las ordenadas de aproximadamente 7,000 y los
tiempos de retencion de los picos se modifican, encontrandose la mayoria entre 22 y 28
minutos. El panel ¢ corresponde al perfil de hidrocarburos azufrados de la muestra tratada
con 0.13 M de peroxido de hidrogeno, este perfil es muy similar al de la muestra del panel
b, con la diferencia que el maximo valor del pico de azufrados en la escala de las

ordenadas es ain mucho menor en ¢, con un valor de 2,000 aproximadamente.

Finalmente, el panel d presenta el perfil de hidrocarburos azufrados de la muestra tratada
con 0.24 M de perdxido de hidrogeno. Aunque no se observa un cambio en los tiempos de
retencion respecto a las muestras de los paneles b y ¢, existe un pico con un valor maximo
en la escala de las ordenadas es de -4000, indicando que esta sefial es 6 ordenes de

magnitud menor que el control negativo (panel a).

Se puede observar que el perfil de hidrocarburos azufrados es muy similar entre las
muestras tratadas con 0.024, 0.13 y 0.24 M de peroxido de hidrégeno, solo cambia la
intensidad de la sefial en el eje de las ordenadas proporcionada por el analizador
fotométrico de flama con filtro para azufre. Lo cual, podria indicar que estos compuestos
azufrados no han sido oxidados aun, y que al aumentar la cantidad de perdxido de
hidrégeno, se oxidan cambiando su polaridad y se separan hacia la fase de etanol. No se
aprecia un cambio considerable en los tiempos de retencion de los hidrocarburos azufrados
presentes en las muestras tratadas con respecto al control negativo (sin perdxido de
hidrégeno) debido a que posiblemente los hidrocarburos azufrados oxidados que podrian

presentar un perfil diferente, son removidos en su totalidad hacia la fase de etanol.

Estos resultados indican de manera concluyente que la catalisis homogénea es un camino
préctico para oxidar y remover los compuestos organicos azufrados presentes en el diesel,

pues no requiere condiciones extremas de presion o temperatura.

Sin embargo, al comparar las velocidades de oxidacion del DBT cuando se utiliz6 el acido
fosfotungstico como catalizador, con las reportadas por Hangun et al. (2002) utilizando el
catalizador llamado TAML, se puede ver que es posible elevar la velocidad de reaccion al

doble (de 6.14x10 min™ en la seccion 5.11 a 1.2x10" min™ en la seccién 2.9).
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Los resultados obtenidos por Myrna Solis (tesis de doctorado en elaboracion, estudiante
del grupo del Dr. Viniegra) han mostrado que la enzima lacasa, al oxidar el mediador
ABTS vy éste al reaccionar a su vez con un sustrato (colorante indigo), el ABTS vuelve a su
estado reducido y puede volver a ser oxidado por la enzima, y comprob6 que el sustrato
(colorante) puede ser oxidado con una velocidad diez veces mas alta en presencia de la

enzima, que si so6lo se utiliza el ABTS oxidado.

Aqui se mostré que la enzima lacasa es requerida para lograr la oxidaciéon del DBT en
presencia del ABTS y que se requiere una elevada concentracion de oxigeno

([0,)/[ABTS]>50).

Cabe plantearse la posibilidad de nuevos sistemas utilizando lacasa y nuevos mediadores,
pero los cuales sean solubles en el diesel y la enzima este inmovilizada de manera que
actte en la fase no polar. Javier Lopez (estudiante de doctorado del grupo del Dr. Viniegra)
ha demostrado que esto puede ser factible mediante la modificaciéon de la enzima con

polietilénglicol.

Por lo tanto, parte de los resultados de esta tesis, asi como los trabajos que se realizan en el
laboratorio del Doctor Viniegra, sugieren la necesidad de la apertura de una nueva linea de
investigacion hacia los procesos bio-miméticos, es decir, compuestos sintéticos disefiados

en base a una molécula bioldgica.

Cerca del 30% de todas las proteinas trabajan en las membranas lipidicas, que son
equivalentes a solventes no polares. En consecuencia, no es descabellado suponer que la
busqueda y el disefio de nuevos procesos bio-miméticos puedan modificar radicalmente

algunas operaciones industriales como seria la desulfuracion oxidativa del diesel.

En este caso concreto, se puede considerar que la enzima lacasa ofrece una velocidad
aparente de primer orden para la oxidacion del ABTS cercana a k = keo*[E]/ Ky = (713
min™)(3.4x10°M)/(0.2x1073 M) =~ 12 min" (2x10"" s™). Es decir, que si el ABTS fuera un
mediador adecuado para oxidar compuestos azufrados, seria capaz de soportar una
velocidad de oxidacion de estos compuestos 100 veces mas rapida que los mejores
catalizadores bioorgéanicos encontrados por Hangun et al. (2002). A su vez, el re-uso

rapido del mediador por su reciclaje entre la enzima y el sustrato final, permitiria utilizar
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mediadores relativamente caros pero muy eficientes, que en ultima instancia su costo neto
seria mucho més econémico que los costos de catalizadores bioorganicos mencionados en

esta tesis.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos y discutidos en esta tesis muestran que:

a)

b)

c)

d)

Es factible oxidar y remover compuestos orgédnicos azufrados por la accién combinada
de la enzima lacasa, un mediador estable como el ABTS y una elevada presion parcial

de oxigeno.

El factor limitante del proceso parece ser la reaccién abidtica (sin enzima) del

mediador oxidado con el sustrato (DBT).

La oxidacién abidtica del DBT y de otros compuestos azufrados presentes en el diesel
pueden acelerarse si se encuentran catalizadores adecuados como el d&cido

fosfotingstico y oxidantes como el peréxido de hidrégeno.

La diferencia en las velocidades de pseudo primer orden entre la oxidacion enzimética
del ABTS (k = 12 min™") y la oxidaci6n abidtica del DBT por el peréxido de hidrégeno
(107 min™ < k < 10" min™") sugieren que es posible generar nuevos procesos, siempre

y cuando se encuentren mediadores mas rapidos y eficientes que el ABTS.

Por lo anterior, esta tesis sugiere la necesidad de una exploracién hacia nuevos procesos

utilizando catalizadores bio-miméticos en procesos petroquimicos para la desulfuracion

oxidativa.
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Anexo 1

Segun la ecuacion de Michaelis-Menten

Vi

donde:

v; = Velocidad inicial
Vmax = Velocidad maxima
S = Concentracion de sustrato

Ky = Afinidad que tiene la enzima por el sustrato

__AP
At

u

Vi

donde:

AP= Incremento en la concentracion del producto

At= Incremento del tiempo

AA
€

AP =

AA= Incremento de la absorbancia para el incremento At del tiempo

€= Coeficiente de extincién molar

Vmaxsi
KM +Si

S:Z[ Vi —
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Estimacion no lineal de los parametros de Michaelis-Menten

n Km Ln( 1-x )+xiSO
S=XI¢%t -
i+1[ I Vmax
i = So-Si
i= S

Donde:

S= Suma de cuadrados

ti= El tiempo observado

x;= Es el avance de la reaccion para el tiempo observado
So = Concentracion inicial de sustrato

S; = Concentracién de sustrato en el tiempo t;

Ky= Valor estimado de la constante Michaelis-Menten
Vmax = Valor estimado de la velocidad maxima

El programa calcula los valores de Ky y Vinax para los cuales:

oS _ oS _0
9Ky OVimax
(es un minimo)
El valor:
k _Vmax_
cat = Eo
Donde:

]2
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E( = Es la concentracion medida de la enzima

El valor
P
So

Xj

Proviene de la estequiometria de la reaccion:

ABTS = ABTS"
Y P; se calcula de:

Siendo A, la absorbancia a A= 420 nm y € el coeficiente de extincién molar.

Justificacion:

Si la reaccion obedece la ecuacion de Michaelis-Menten.

dP Vmax S
dt KM +S

Pero AP= -AS si el coeficiente estequiométrico es la unidad
ABTS = ABTS"

Y las concentraciones se miden en moles por litro

P _ d(Sp:S) _ _ __ds
dt dt dt
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Por lo tanto:

ds Vma'ix S

dt Km +S
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Anexo 2

Apéndice

Curva estandar de albimina sérica bovina (ASB). La proteina se determiné por el método

de Bradford.

R% = 0.996

0.5 -
0.4 1 y=0.0463x-0.0513
£
6 03 -
(o2}
n
902
<
0.1 1
0 ‘
0 2

6 8

10

Concentracion de ASB (ug/mL)

Datos experimentales:

& Datos exp.
= Modelo lineal

Concentracion de ASB
(ug/mL) Absorbancia 1 | Absorbancia 2 | Promedio
2 0.0404 0.0479 0.0441
4 0.1215 0.1336 0.1275
6 0.2178 0.2271 0.2224
8 0.3316 0.3361 0.3338
10 0.395 0.4123 0.4036
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Abstract

Enzymatic oxidation of dibenzothiophene (DBT) catalyzed by laccase in the presence of 2,2 -
azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) was compared with the chemical oxidation
with hydrogen peroxide catalyzed by phosphotungstic acid. Enzymatic oxidation with laccase (2.4
U/ml) of 25 uM DBT with 1.5 mM ABTS required a molar ratio [O,])/[ABTS]= 140 and 72 h at 40
°C in a water—acetonitrile reaction mixture, showing a rate constant of &y =—6.3 X 10~ * min~ .
Whereas peroxide oxidation of 10 mM DBT with 39 uM phosphotungstic acid required only a molar
ratio [H,0,]/[DBT]=2, showing a rate constant of k&,=—6.1 X 10~ > min~ ! in a hexane—ethanol
system. A sample of diesel fuel, containing 342 ppm of sulfur, was chemically oxidized by an excess
of hydrogen peroxide and 119 uM phosphotungstic acid dissolved in ethanol, in less than 3 h at 60
°C and atmospheric pressure. No sulfur could be detected in these samples after an additional
extraction with an equal volume of ethanol.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Laccase; Dibenzothiophene; Phosphotungstic acid; Deep desulfurization; Diesel

The presence of sulfur in fuels is considered a major source of atmospheric pollution
because sulfur atmospheric discharge from combustion is a precursor of acid rain due to the
formation of sulfur oxides. Sulfur-containing compounds, such as thiophenes and organic
sulfides also poison chemical catalysts used to remove residual hydrocarbons and nitrogen
oxides derived from combustion reactions. The conventional process to remove sulfur in
fuels is known as catalytic hydrodesulfurization. This process applied to diesel fuel requires
high temperatures (200—425 °C) and high pressures (1.03 x 10°~1.72 x 10° Pa) to remove
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organic sulfur, present mainly in the form of dibenzothiophene derivatives [1]. Therefore, it
seems interesting to develop new technologies for the removal of dibenzo[b,d]thiophene
(DBT) and its derivatives in fuels under milder operational conditions. According to Hangun
et al. [2], an alternative chemical process is the formation of sulfones, which are more polar
than DBT and can be extracted with polar solvents such as acetonitrile or short chain alcohols
[3]. Another interesting possibility is the use of enzymes, mainly peroxidases or peroxidase-
like proteins [4—7]. The reaction catalyzed by peroxidase is very fast, but unfortunately the
enzyme is inactivated by the presence of one of the substrates, hydrogen peroxide.
Alternatively, Bressler et al. [8] proposed the use of more stable enzymes such as laccases
together with mediators such as 2,2’ -azino-bis-(3-cthylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS) or 1-hydroxybenzotriazole, but there are uncertainties about the kinetics and
reproducibility of such a reaction (M.A. Pickard, personal communication, 2001). On the
other hand, several authors have shown that it is possible to oxidize DBT by the action of
hydrogen peroxide in the presence of low molecular weight catalysts like phosphotungstic
acid [9], formic acid [10—12] and tetra-amido macrocyclic compounds called TAML
[2,13,14]. In this process, the removal of nitrogen oxides and sulfones present in petroleum
fuels can be accomplished by liquid to liquid extraction using polar solvents. For example,
solvents with high values of Hildebrand solubility parameter, o, defined as the square root of
the cohesive energy of a given solvent, expressed in relative units (J. Burke, http://
www.palimpsest.stanford.edu). Gore [3] proposed the use of solvents with 6>22 such as
n-propanol (6=24.9), ethanol (6 =26.2), methanol (6 =29.7), ecthylene glycol (6 =34.9),
glycerol (6=36.2) and water (6 =48).

In this paper, a comparison of two process for DBT oxidation is presented: DBT oxidation
catalyzed by a laccase enzyme in the presence of ABTS, and the chemical oxidation process
using hydrogen peroxide and phosphotungstic acid. Additionally, results on the chemical
oxidation and extraction of organosulfur compounds from a diesel fuel are presented, in
order to show the feasibility of complete deep fuel desulfurization by the oxidative way.

1. Materials and methods
1.1. Enzyme laccase

The enzyme used was obtained as a gift from Novo Nordisk in the form of a
commercial preparation called DeniLite I S. The laccase contained in this preparation
represented 90% of the total protein. It was partially purified by acetone precipitation
showing the following properties: MW =80 kDa, kepe=713 min~ ', Kyy=0.2 mM (at 40
°C, using ABTS as substrate) and optimal temperature close to 75 °C (unpublished data
from J.I. Lopez, 2002). Those properties correspond to features of laccase enzyme from
Moyceliopthora termophila, cloned in Aspergillus oryzae [15].

1.2. DBT oxidation with the laccase enzyme and ABTS

The reaction mixture contained 25 pM DBT and 1.5 mM ABTS in a 0.1 M acetate
buffer (pH 5) with acetonitrile 15% (v/v) and laccase 2.4 U/ml (269.23 ng protein/


 http:\\www.palimpsest.stanford.edu 

F. Villaserior et al. / Fuel Processing Technology 86 (2004) 49-59 51

ml = 3.4 uM). The final volume was adjusted to 6 ml. The reactions were carried out in
120 ml tightly sealed serologic bottles, at 40 °C with constant stirring at 200 rpm. Head
space in the bottles was flushed out with nitrogen for air displacement, and known
volumes of pure oxygen were added, at local atmospheric pressure (p=77.6 x 10° Pa).
The assay was started by adding enzyme with a glass syringe injected through the rubber
cap previously covered with teflon septum and was stopped by adding one volume of
acetonitrile per volume of reaction mixture. Heat inactivated enzyme controls exhibited
no activity. The acetonitrile was allowed to extract the products for 12 h. Then, after
centrifugation (14,000 rpm, 15 min), 20 pl samples were analyzed by HPLC by using a
C,g reverse-phase column (BONDCLONE 00H-2117-CO) purchased from Phenomenex,
México.

1.3. DBT oxidation with hydrogen peroxide and phosphotungstic acid in hexane/polar
dissolvent mixture

The reaction mixtures containing 10 mM of DBT dissolved in 50 ml of hexane and then
12 ml of ethanol were added to 120 ml serological bottles. In these experiments, 39 uM
phosphotungstic acid were used as catalyst [9] with different amounts of a 30% solution of
hydrogen peroxide (J.T. Baker). The reaction was ended by adding 2 ml of water and
separating the reaction mixture in two phases, since phosphotungstic acid and hydrogen
peroxide are not soluble in hexane. When acetonitrile was used instead of ethanol, 50 ml
of acetonitrile were added to 50 ml of hexane to form a two-phase system. The DBT
content in both phases was estimated by HPLC.

1.4. DBT distribution in two-phase systems

DBT distribution in the two-phase systems (hexane/acetonitrile or hexane/ethanol) was
studied. Acetonitrile does not mix with hexane, while absolute ethanol is completely
miscible with hexane. However, two phases were formed in the hexane—ethanol system if
a small volume of water was added. Then, distribution of 10 mM DBT between hexane
and acetonitrile—water or ethanol—water phases was estimated by measuring the concen-
tration of DBT in the two phases. The DBT concentrations were measured by HPLC using
a standard calibration curve.

1.5. Diesel fuel desulfurization by hydrogen peroxide oxidation

The reaction mixture contained (v/v) as final concentrations: diesel (48.8%); ethanol or
acetonitrile (48.8%); different amounts of 30% solution of hydrogen peroxide adjusting
the volume with water (2.4%) and 119 pM phosphotungstic acid. The latter compound
was previously dissolved in hydrogen peroxide solution. Reaction conditions were 60 °C
for 3 h with steady and vigorous stirring. Before assaying for sulfur content, the reaction
mixture was centrifuged (5000 rpm, 5 min) to separate the diesel phase. Dehydration was
done with anhydrous calcium chloride (1 g/10 ml). A final centrifugation (5000 rpm, 5
min) produced an anhydrous diesel sample, and then sulfur content was assayed as
indicated below.
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1.6. Analytical determinations

Dibenzothiophene and the corresponding sulfone were obtained as standards from
Aldrich. Samples were analyzed by HPLC, using the column described above under
isocratic elution with acetonitrile—water mixtures, 60:40 (v/v), the flow was 1.5 ml/min
and the compounds were monitored by absorbance (/=254 nm).

The sulfur content in fuel was measured by two methods: X-ray fluorescence in liquid
phase using a Horiba sulfur-in-oil-analyzer SLFA—1100H device and by gas chromatog-
raphy (GC) with a sulfur specific photometric flame detector (FPD) having a 30 m x 0.25
cm SPB-20 column (Supelco). The GC program started at 100 °C for 2 min and the
temperature raised to 290 °C at 8 °C/min, and was held for 10 min.

2. Results
2.1. DBT oxidation by the laccase-ABTS system

DBT oxidation by laccase was monitored by HPLC. Fig. 1 shows that DBT peak
decreased only with a complete reaction mixture: DBT + ABTS + enzyme. In this case, the

head space was filled with air, since the reaction did not proceed with pure nitrogen
(results not shown). Negative controls, lacking either, DBT, ABTS or with inactive

j r : f
SITTO e SRR ATTOTY

puls - puid
- — = -

I 11 I11 v

Fig. 1. HPLC profiles of DBT oxidation with the laccase enzyme and ABTS with air after 72 h at 40 °C. L:
negative control without ABTS, II: negative control with inactive enzyme, III: negative control reaction mixture
without DBT and IV: reaction with DBT. The labelled peaks correspond to DBT (a), ABTS (b) and product (c).
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enzyme showed no reaction at all. Interestingly, in the complete reaction mixture, DBT
decreased by 45% as compared with the negative controls. In such a case, a new peak was
detected with longer retention time (fg =7.98 min). The increase in retention time of that
product may be explained by the formation of a polymer with lower polarity than DBT.
The lack of quantitative agreement between reactant and product peaks may be related to
different extinction coefficients or to the presence of a blue precipitate in the bottom of
acetonitrile phase. Thus in addition to DBT oxidation, the resulting products might be
found in this precipitate. No attempt was made to further characterize those products.

In order to improve the DBT oxidation different molar ratios, [O,]/[ABTS] were
assayed after 48-h incubation at 40 °C. Fig. 2 shows the influence of oxygen on DBT
transformation. The plot was fit by hyperbolic curve, showing asymptotic trend when the
molar ratio [O,]/[ABTS]>50, and with nearly completion when this molar ratio was 140.
This showed that oxygen was needed in large excess. It is worth recalling that oxidized
ABTS was reported to oxidize substrates in the absence of the enzyme [16]. However, our
attempts to oxidize DBT by direct contact of oxidized ABTS, separated from the laccase
were unsuccessful. This supports a non-stoichiometric role for oxygen in this complex
reaction, involving the oxidation and possibly recycling of ABTS between enzyme and
DBT, using oxygen as a final electron acceptor and perhaps a driving force by excess
oxygen, for the stabilization of unknown intermediates. DBT oxidation was accompanied
by a blue precipitate, insoluble in both acetonitrile or in water. Polymer formation derived
from DBT oxidation may be an interesting way to remove sulfur compounds as has been
reported by Collins [14].

Fig. 3 shows the kinetics of DBT oxidation by the lacasse-ABTS system with a molar
ratio [O,]/[ABTS]=396. The reaction was accomplished using the acetonitrile—water
system. The pseudo-first order rate constant was k;=—6.3 X 10~ * min~'. This result
shows two major drawbacks of the laccase-ABTS system. It is a very slow process with a
half-life for DBT close to 18.5 h and requires a large excess of oxygen and mediator. We

100
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Fig. 2. Relation between the extent of DBT oxidation and the ratio [O,]/[ABTS] after 3 days of incubation with 4
U/ml of laccase and 1.5 mM ABTS at 40 °C in sealed bottles. Experimental data (O), fit to experimental data
(__), range of confidence at 95% (- - -).
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Fig. 3. Kinetics of DBT oxidation in water—acetonitrile system by laccase enzyme and ABTS mediator at 40 °C
and initial molar ratio [O,]/[ABTS]=396.

have not succeeded to increase the rate of DBT oxidation by increasing temperature
because oxidized ABTS (azodication form) is a heat labile compound (results not shown).
Nevertheless, the laccase-mediated ABTS oxidation is very fast with an apparent first
order rate constant ko=/ke[E]/Kp=12 min~ ' estimated from a Michaelis—Menten
kinetics when Ky;>>[S] (data in Section 1). This shows that the limiting step is the
non-enzymatic oxidation of DBT by oxidized ABTS, which happens to be a rather slow
process as compared to the reported rates of reaction with other organic catalysts, such as
TAML [2].

2.2. DBT distribution between hexane and a polar phase

Yazu et al. [9] reported the use acetonitrile in order to extract DBT from light fuel and
oxidize it in this phase. Nevertheless, acetonitrile has been reported to be a toxic
compound [17]. We have compared the use of acetonitrile and ethanol—water mixtures
as extractants of DBT from a hydrocarbon phase. DBT was used as a model compound.
Table 1 shows the distribution of DBT (10 mM) in 10 ml of hexane, after adding 2.4 ml of
polar solvent (ethanol or acetonitrile) and 0.5 ml of water. (These proportions of hexane,
solvent and water were the same to mixtures described below concerning DBT oxidation
by phosphotungstic acid using ethanol as a solvent.) DBT was much more soluble in

Table 1
Distribution of DBT (10 mM) in 10 ml of hexane in the two phase system constituted by 2.4 ml of solvent
(ethanol or acetonitrile) and 0.5 ml of water

Two phase system Concentration DBT (mM) % total DBT

Hexane Solvent and water Hexane Solvent and water
Hexane/acetonitrile water 9.2 4.4 87.9 12.1
Hexane/ethanol water 9.4 3.1 91.3 8.7

Villasefior et al.: oxidation of dibenzothiophene by laccase or hydrogen peroxide and deep desulfurization of
diesel fuel by the latter.
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hexane than in acetonitrile or ethanol as shown in Table 1. Hence, both solvents can be
used to extract DBT from a hydrocarbon phase, as suggested by Gore [3]. Also, both
solvent systems are able to accomplish the extraction of oxidized sulfur compounds.
Ethanol has the advantage of low toxicity, as compared to acetonitrile, although when
using acetonitrile it is not necessary to add water to have separation of two phases.

2.3. DBT oxidation by hydrogen peroxide with phosphotungstic catalyst

The chemical oxidation of DBT was carried out in a reaction mixture containing 10
mM DBT dissolved in hexane (50 ml), and ethanol (12 ml), hydrogen peroxide (76
mM) and 39 pM phosphotungstic acid. In this system, almost all DBT was oxidized
after 1 h. Fig. 4 shows liquid chromatography (HPLC) profile of the DBT oxidation with
hydrogen peroxide and phosphotungstic acid in hexane—ecthanol system at different
times. DBT peak decreased simultaneously with the appearance of two new peaks, one
corresponding to dibenzo[b,d|thiophene 5-oxide (DBT sulfoxide) in the hexane phase
and the other one corresponding to dibenzo[b,d]thiophene 5,5-dioxide (DBT sulfone) in
the ethanol phase. When the reaction was allowed to proceed longer, DBT oxidation
formed a solid precipitate in the ethanol phase. This solid material was dissolved in
acetonitrile and analyzed by HPLC. It had the same retention time as compared to DBT
sulfone standard.

Fig. 5 shows the kinetics of DBT oxidation in hexane, as a function of hydrogen
peroxide concentration, using 39 puM phosphotungstic acid as a catalyst. Hydrogen
peroxide concentration had little effect on the initial rate of the reaction. However, a
molar ratio [H,O,]/[DBT]=2 was required for the reaction to be completed. This
stoichiometric relation is compatible with a reaction of two stages, in which the DBT

857 ©
320 o

846 o

252 o
3.22

............................................................

Fig. 4. HPLC profile of the DBT oxidation with hydrogen peroxide and phosphotungstic acid in hexane—ethanol
system. I: 0 min, DBT (4.52 mM) in the hexane phase after a 1:1 dilution with pure hexane; II: 25 min, DBT (2
mM) in the hexane phase; III: 120 min, DBT (0.003 mM) in the hexane phase; IV: 120 min, DBT sulfone (14
mM) in the ethanol phase; V: DBT sulfone standard (2.5 mM). The labelled peaks correspond to DBT (a), DBT
sulfoxide (b) and DBT sulfone (c). Numbers above peaks represent retention times (min).
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Fig. 5. Oxidation kinetics of 10 mM DBT in hexane—ethanol system, using different concentrations of hydrogen
peroxide, (A) 9.8 mM, (O) 24.5 mM and (O) 97.9 mM.

sulfoxide formation is the first stage and then DBT sulfone formation is the second one.
Thus, one mol of hydrogen peroxide would be required for each step. When hydrogen
peroxide was at 9.8 mM, DBT decreased from 10 mM down to 5 mM confirming the
molar ratio mentioned above. This indicates that ethanol was not significantly oxidized
by hydrogen peroxide since the total concentration of the later was utilized to oxidize
DBT.

The effect of the molar ratio [H,O,]/[DBT] on the DBT pseudo first rate oxidation
constant (k) was determined. It was k,=—4.9x 10”2 min~ ' for [H,0,]/
[DBT]=0.98, ky=—5.3x10"% min~ ' for [H,0,)/[DBT]=2.4 and ky=—6.1 x 102
min~ ! for [H,0,]/[DBT]=9.8.

Selectivity of this reaction was analyzed using both DBT and 9H-fluorene (fluorene),
under the same conditions as described above. DBT was totally oxidized after 60 min,
while fluorene was not modified (data not shown). These results point out the selectivity of
this reaction on sulfur compounds as discussed by Collins [14].

2.4. Diesel fuel desulfurization by chemical oxidation

Chemical oxidation of sulfur compounds in diesel, containing 342 ppm of sulfur, with
hydrogen peroxide and catalyzed by 119 pM phosphotungstic acid, was done as indicated
in Section 1. Fig. 6 shows the comparison of hydrocarbon and sulfur profiles, of control
and treated samples as detected by FPD with (a’ ) and without (a) sulfur detection systems.
The hydrocarbon profile of control sample (Fig. 6a) was practically the same than the
treated sample (Fig. 6b) showing that hydrogen peroxide oxidation did not remove any
significant fraction of diesel fuel. Nevertheless, the sulfur profile of treated sample (Fig.
6b’ ) had a much weaker signal than the control sample (Fig. 6a’ ). Also, the retention
times of the organosulfur compounds in the treated sample were longer than in the control
sample, showing an increase in the boiling point of most sulfur compounds due to the
oxidation process. Those results are consistent with a rather selective oxidation and
removal of sulfur compounds in the diesel mixture, as shown in Fig. 7.
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Fig. 6. Relative hydrocarbon profiles of diesel fuel obtained in a photometric flame analyzer (FPD). Panel (a):
Total hydrocarbon profile (control); (2’ ) sulfur hydrocarbon profile (control); (b) total hydrocarbon profile after
the reaction with peroxide and phosphotungstic acid using ethanol as dissolvent; (b’ ) sulfur hydrocarbon profile
after the reaction with peroxide and phosphotungstic acid using ethanol as dissolvent. Ordinates are given in
arbitrary attenuation scales.

One extraction step of oxidized diesel fuel with ethanol removed 68% of sulfur
oxidized compounds, while one extraction step with acetonitrile removed 77%. Thus,
ethanol can be considered as a good option as an extractant of the oxidized product in
these reactions since its removal capacity of sulfur oxidized compounds from diesel is
similar to that obtained with acetonitrile, with the additional advantage that ethanol is
not toxic.
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Fig. 7. Effect of the hydrogen peroxide concentration on sulfur removal in diesel, using the ethanol as extractant,
(O) after reaction, (A) after reaction and one extraction with an equal volume of ethanol.
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The effect of hydrogen peroxide concentration on sulfur removal in diesel was
determined using 119 uM phosphotungstic acid as catalyst and then extracted by an
equal volume of ethanol (Fig. 7). Removal of sulfur in this system as a function of
hydrogen peroxide concentration followed an inverse saturation pattern, in which
hydrogen peroxide concentration higher than 0.24 M produced a diesel containing less
than 5 ppm of sulfur, below the detection limit of the X-ray fluorescence. In a negative
control where hydrogen peroxide was replaced by an equal volume of water, and after one
extraction with ethanol, the sulfur content decreased only from 342 to 254 ppm. Final
reduction of sulfur content with 0.24 M hydrogen peroxide was from 342 ppm down to no
detectable values (less than 5 ppm), as show in Fig. 7. It is worth noticing that the best
molar ratio for [H,0O,]/[S] was higher than 10, since the estimated molar concentration of
sulfur compounds was close to 10 mM. This result shows that hydrogen peroxide, in the
presence of a convenient catalyst, does not have important limitations to oxidize the sulfur
organic compounds present in diesel fuel, since it was possible to remove all the oxidized
sulfur compounds present in this fuel.

3. Conclusions

Results presented in this paper confirm that enzyme laccase in presence of 1.5
mM of mediator ABTS can oxidize 25 uM of DBT in reaction mixture with 15% of
acetonitrile (% v/v) at 40 °C, showing a rate constant of k;=—6.3 x 10~ * min~ .
This is a rather low rate process hindering the use of laccase system as a practical
process for deep desulfurization. The limiting step of this process seems to be the
oxidation of DBT by oxidized ABTS, rather than oxidation of ABTS by laccase. On
the other hand, 25 mM hydrogen peroxide supplemented with 39 uM phosphotungstic
acid can oxidize 10 mM DBT dissolved in hexane with a half-life time around 11
min, at atmospheric pressure and 60 °C, corresponding to rate constant of
ky=—6.1%10"% min~'. The main product was DBT sulfone with no effect on
fluorene. It was also shown that ethanol can be nearly as effective extractant of DBT
from hexane as acetonitrile, which in turn allows DBT oxidation to occur in the polar
phase.

Finally, it was found that the sulfur bound to organic compounds of commercial diesel
could be removed down to non detectable limits from an initial concentration of 342 ppm
using hydrogen peroxide and phosphotungstic acid.

Present evidence favours the use of hydrogen peroxide with appropriate abiotic
catalysts as a feasible technique for deep desulfurization of commercial fuels, such as
diesel fuel. Enzyme catalysis by laccase would require the development of a much faster
reaction scheme with a better mediator than ABTS. It should be stressed that DBT and
some similar sulfur compounds present in diesel fuel can be effectively removed, after
oxidation, using ethanol. Although other similar cheap extractants can also be used, such
as methanol as suggested by Gore [3] to yield a fuel with sulfur content lower than 15
ppm. Sulfur oxidation has the advantage over deep hydrodesulfurization, of being feasible
at 60 °C and atmospheric pressure, without appreciable modification of the non-sulfur
hydrocarbons present in the fuel.
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