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Resumen

La lacasa comercial obtenida de Myceliophtera termophila y expresada sobre Aspergillus oryzae se emple6 para
producir un cation radical estable y muy activo del mediador quimico ABTS (acido 2,2'-azino-bis-(3-
etillbenzotiazolin-6-sulfonico) con el fin de probar la factibilidad de emplearlo como un intermediario para la
oxidacion de una variedad de compuestos aromaticos en ausencia de la enzima. Se demostrd que el cation radical
ABTS*®" por si mismo oxidé al azul indigo, 4cido ténico, 4cido gélico, azul brillante G, azul de Coomassie, naranja
7 y p-cresol. La reaccion de oxidacion reveld cambios importantes en sus espectros de absorcion en la region del
espectro visible. Se demostré también que la oxidacion de estos compuestos por la mezcla de lacasa y ABTS se
puede efectuar de forma ciclica, de tal forma que la velocidad de reaccion fue 94 veces mayor para el indigo, 17
veces mayor para el azul brillante G, 34 veces mayor para el naranja 7 y 5 veces mayor para el p-cresol, comparado
con usar el mediador o la lacasa en forma individual. Estos resultados muestran la factibilidad de un esquema de
reciclado para la oxidacién final de una variedad de compuestos organicos en los cuales la enzima no este
directamente en contacto con el mismo y que se efectle a través del mediador ABTS®™.
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Abstract

The commercial enzyme laccase cloned from Myceliophtera termophila and expressed in Aspergillus oryzae was
used to produce an active, stable and oxidized form of the chemical mediator ABTS (2,2'-azino-bis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) in order to test the feasibility of using the monocation ABTS®" as a
recyclable intermediate for the oxidation of a variety of aromatic chemicals in the absence of the enzyme. It was
shown that ABTS®", by itself, oxidized, indigo blue, tannic and galic acids, brilliant blue G, Coomassie blue,
orange 7 and p-cresol. Oxidation was assessed by important changes in their visible absorption spectra. It was also
shown that oxidation of these compounds by a mixture of ABTS and laccase can be done in a cyclic manner, such a
way the oxidation rate was 94 times higher for indigo, 17 times for brilliant blue G, 34 times for orange 7 and 5
times higher for p-cresol compared with using the mediator or the laccase alone. Those results show the feasibility
of a recycling scheme for the final oxidation of a wide variety of aromatic compounds in which the enzyme is not
directly in contact with the compound but through the intermediate ABTS®".

Keywords: ABTS, recycling, oxidation, dyes, lacction.

1. Introducciéon sus productos de reaccion son biodegradables,

operan a temperatura y presion moderadas y algunas

Las enzimas son los catalizadores naturales,
todas las funciones vitales de los seres vivos se
realizan con un complejo sistema enzimatico. Las
enzimas tienen varias ventajas sobre los
catalizadores quimicos: son baratas, las enzimas y

* Autor para la correspondencia: E-mail: msolis@ipn.mx
Tel. 57 29 63 00 ext 87810, Fax 57 29 63 00 ext 87826

enzimas son selectivas para un solo tipo de reaccion,
entre otras. Sin embargo, algunos disolventes,
cambios bruscos de pH y de temperatura las pueden
desnaturalizar, perdiendo asi su actividad (Thurston,
1994). De entre las enzimas que mas se ha estudiado
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su aplicacion industrial estan las lacasas, peroxidasas
y manganeso peroxidasas. La lacasa es una oxidasa
multicobre (EC 1.10.3.1) que reduce el oxigeno,
formando dos moléculas de agua y simultaneamente
oxida a varios compuestos aromaticos mediante la
abstraccion de cuatro electrones (Bourbonnais y col.,
1997); cataliza la oxidacion de sustancias organicas e
inorganicas (Xu, 1996), entre ellas estan los mono-,
di- y polifenoles y aminas aromaticas. Se cree que
participa también en la biosintesis de la lignina, pero
el mecanismo se desconoce (Lonergan y col., 1997).
Las lacasas corresponden a las fenol oxidasas, sin
embargo, en afios recientes se ha extendido su uso a
la oxidacion de sustratos no fenolicos, mediante la
presencia de compuestos co-oxidantes denominados
mediadores (Bourbonnais y Paice, 1990). Segin
Johannes y Majcherczyk (2000a) todos los radicales
que se obtienen de la oxidacion con la lacasa podrian
actuar como mediadores. La eleccién del mediador
juega un papel muy importante en la efectividad del
sistema enzima-medidor. Se han descrito mas de 100
mediadores y se ha probado su aplicacion en muchos
campos, como es en la oxidacion de hidrocarburos
poli-aromaticos y en la decoloracion de colorantes
textiles, entre otros. Su desventaja es su alto precio y
posible toxicidad (Johannes y Majcherczyk, 2000b).
La lacasa en presencia de ciertos mediadores se ha
empleado para oxidar hidrocarburos policiclicos
aromaticos, fendlicos clorados, dioxinas, pesticidas,
explosivos, lignina y colorantes (Rodriguez y col.,
1999). El acido 2,2 azino bis (3-etilbenzo tiazolin-6
sulfonico) (ABTS), es el mediador de la lacasa mas
estudiado debido a su alta estabilidad y a que su
quimica redox es conocida. Sin embargo, el
mecanismo por el cual interactia con la lacasa se
desconoce (Collins y col., 1998). A pesar de la
importancia que tiene el uso de los mediadores, se
sabe poco acerca de su mecanismo de reaccion.
Algunas teorias han sido planteadas, pero falta
ampliar los conocimientos de su forma de accion
para aumentar y mejorar su aplicacion a campos
todavia no desarrollados. Potthast y col. (1996)
explican que el ABTS transfiere un electrén a la
enzima para activarla, de tal forma que actlia como
un co-oxidante mas que como un mediador
electronico del sustrato, por lo que debe haber un
mecanismo para su reciclamiento regresando a su
forma reducida y quedando asi disponible para un
subsecuente ciclo catalitico. Bourbonnais y Paice
(1990) reportaron que el sistema ABTS/lacasa
pueden oxidar al alcohol veratrilico y la rotenona,
mientras que el ABTS"™ por si solo no puede. Collins
y col. (1998) indican que la lacasa/ABTS oxida el
antraceno pero el ABTS™ en ausencia de la enzima
no lo hace.

En el presente trabajo se inmoviliz6 la lacasa
para preparar el ABTS". Un aspecto importante en
el presente fue demostrar que el ABTS™ es un
agente oxidante por si mismo de diferentes tipos de
compuestos, y ademas interactia con la lacasa,
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reciclandose varias veces entre la enzima y el
sustrato, de tal forma que una pequefla cantidad de
ABTS oxida una cantidad apreciable del sustrato, a
una velocidad mayor si en el medio de reaccion hay
lacasa. Este estudio puede ser considerado como la
base experimental para construir reactores
empacados con la enzima inmovilizada y el uso de
mediadores para una variedad de usos industriales,
como en la oxidacion de colorantes, de compuestos
fendlicos y de taninos; conjuntamente, las reacciones
de oxidacion empleando el ABTS previamente
oxidado, se pueden realizar en presencia de
disolventes que desnaturalizan a la lacasa, como es el
acetonitrilo.

2. Materiales y métodos.
2.1. Reactivos

Todos los reactivos y colorantes indicados en
esta seccion se adquirieron en Sigma-Adrich con
pureza grado reactivo.

2.2. Lacasa

La lacasa (E.C.1.10.3.2) fue una donacion de
Novozymes México, en forma del producto
comercial Deni Lite II S; este contiene lacasa
(EC.1.10.3.2) producida por fermentacion sumergida
de un Aspergillus genéticamente modificado (Novo
Nordisk, 1999). El producto contiene ademas acido
fenotiazin-10 sulfonico como mediador y un
surfactante no idnico en amortiguador (Greca y col.,
2001).

2.2.1. Purificacién de la Lacasa

Para eliminar el mediador y el amortiguador,
se hizo el siguiente proceso de purificacion de la
lacasa: Se disolvieron 15 g de Deni Lite IT S en 150
mL de agua destilada y se mantuvieron en agitacion
continua por 2 h. Posteriormente se centrifugd a
10,000 rpm por 20 minutos a 10 °C usando una
centrifuga Beckman J2-HS. El sobrenadante se filtr6
primero con papel filtro Whatman No. 1 vy
posteriormente con filtro millipore de 0.45 um. 150
mL del filtrado se agregaron a 500 mL de acetona a
5°C, la mezcla se dejo en bafio de hielo por 3 horas.
Posteriormente se centrifugd a 10 000 rpm a —10 °C
por 20 minutos. Se descartdé el sobrenadante y se
recolectd la enzima precipitada. El precipitado se
lavo tres veces con acetona a 0 °C, se colocd en una
caja petri de 5 cm de diametro y se dejo en desecador
por 1 dia para eliminar la acetona remanente. Se
disolvieron 3 g de la enzima purificada en 10 mL de
amortiguador de pH de acetatos 0.1 M a pH 5 y se
almacend en refrigeracion a 8 °C para su uso
posterior.
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2.2.2 Determinacién de la actividad enzimatica

Se determindé la actividad de la lacasa
espectofotométricamente con un espectrofotometro
UV-visible Beckman DU 640. Se empled ABTS
como sustrato y se midi6 el incremento de la
absorbancia a 414 nm, usando un coeficiente de
extincién molar de 36 000 mM™ ecm™ (Li y col.,
1998). Una unidad de lacasa (U) es la cantidad de
enzima necesaria para producir 1 pmol de ABTS
oxidado en un minuto.

2.2.3 Estabilidad de la Lacasa en presencia de
disolventes

La lacasa purificada y disuelta en
amortiguador de pH de acetatos 0.1 M a pH 5 se
mezclo6 con 10, 20, 30, 40, 50 y 60 % en volumen de
etanol y de acetonitrilo, se incubd por 1 hora a
temperatura ambiente y se le determind su actividad
como se indico en la seccion 2.2.2.

2.3. Inmovilizacién de la Lacasa

Una vez purificada la enzima, se inmovilizd
segun Ho y Liao (1983): Se mezclaron 5 g de silica
gel con 50 mL de solucion de 2% de NaOH, se
calentaron por 2 horas a 80 — 90 °C, manteniendo
agitacion suave, la silica tratada se decantd y lavo
con agua destilada. Posteriormente se le adicionaron
50 mL de HNO; al 20 %, y se mantuvo a temperatura
ambiente por 30 minutos con agitacion constante; la
silica se decantd y lavdo con agua destilada. A
continuacion ésta se hizo reaccionar con 50 mL de 3
aminopropiltrietoxisilano al 4%, por 2 horas a 80 —
90 °C con agitacion suave, se decantd y lavo la silica
con agua destilada. Se agregaron 25 mL de
glutaraldehido al 0.3% y se mantuvo por 3 horas con
agitacion suave a 60 - 70 °C, nuevamente se decanto
y lavo la silica con agua destilada. Finalmente, se
adicionaron 50 mL de la enzima purificada disuelta
en amortiguador acetatos a pH 5 y se dejo toda la
noche en contacto con la silica, al dia siguiente se
decanto y lavo con agua destilada y se almaceno en
refrigeracion a 8 °C para su uso posterior.

2.4. Produccion de ABTS®*

Se prepararon 50 mL de una solucion 5 mM
de ABTS, ésta permanecié en contacto con 10 g de
enzima inmovilizada, a temperatura ambiente, hasta
que ya no se observaron cambios en el
espectrofotometro  UV-Visible (a los 7 dias),
posteriormente se filtré con papel filtro Whatman del
nimero 1 para separar la enzima inmovilizada del
mediador oxidado.

2.5. Estabilidad del ABTS oxidado

10 mL de solucion de ABTS oxidado se
incubaron durante 30 dias a 4 y 25 °C; después de
este tiempo se le hizo un barrido en el
espectrofotometro UV-visible en un rango de
longitud de onda de 200 a 800 nm y se compar6 con
el espectro electronico de la solucion inicial del
ABTS oxidado.

En 4 matraces se adicionaron 8§ mL de
solucion de ABTS oxidado, a cada uno se les
agregaron 2 mL de un disolvente diferente: metanol,
etanol, isoporpanol 6 acetonitrilo. A cada mezcla se
le midi6 la absorbancia a 414 nm después de 1y 7
horas.

2.6 Uso del como ABTS oxidado como agente
oxidante de diversos compuestos

Se mezclaron 20 mL de ABTS oxidado 0.1
mM libre de enzima, con 20 mL de soluciones 0.1
mM de los siguientes compuestos quimicos: indigo,
acido tanico, acido galico, azul brillante G, azul de
Coomassie, naranja 7, p-cresol, aminoazotolueno,
azobenceno 6 p-cloroanilina. Las mezclas se
incubaron a 25 °C durante 2 horas. Se hizo el barrido
en el espectrofotometro UV-visible en un rango de
longitudes de onda de 200 a 800 nm a los reactivos y
a la mezcla de reaccion al inicio y después de 2
horas.

2.7 Reciclado del ABTS entre la lacasa y diferentes
compuestos

Se prepararon las siguientes mezclas de
reaccion de 200 nmoles de cada uno de los siguientes
compuestos: indigo, azul brillante G, naranja 7 6 p-
cresol con: 1) Dos nmoles de ABTS oxidado, 2)
Cuatro unidades de lacasa y 3) dos nmoles de ABTS
oxidado y cuatro unidades de lacasa. Las mezclas se
incubaron a temperatura ambiente durante dos horas
y se les hicieron barridos en el espectrofotometro
UV-Visible cada 20 min, en el rango de longitudes
de onda de 200 a 800 nm. Se midieron los cambios
de absorbancia con el tiempo a la maxima longitud
de onda donde absorbe cada uno de los compuestos y
se cuantifico la velocidad de reaccion de cada
compuesto en las tres condiciones de reaccion.

3. Resultados y Discusion
3.1. Lacasa

La lacasa purificada tuvo una actividad
especifica de 0.5 U/mg, y una Km de 9.83 x 10~ mM
a 25°C. Después de haberse puesto la enzima en
contacto con etanol 6 acetonitrilo durante una hora,
se observd que el etanol a porcentajes menores del
30 % incremento la actividad de la enzima, mientras
que el acetonitrilo afectdé de manera considerable a la
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lacasa, ya que con un 10 % de este disolvente
disminuy6 al 50 % la actividad enzimatica. Los
resultados se ilustran en la Fig. 1.
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Fig. 1. Efecto del etanol y del acetonitrilo sobre la
actividad lacasa después de 1 hora de estar en
contacto con los disolventes.

La lacasa inmovilizada produjo una mezcla de
ABTS y ABTS®', ya que la lacasa no tuvo el
potencial redox necesario para oxidar al ABTS hasta
su segundo estado de oxidacion (Solis-Oba y col.,
2005). El ABTS no reacciond con ninguno de los
compuestos aqui estudiados, por lo que no fue
necesaria la separacion de ambas especies quimicas.

3.2. Estabilidad del ABTS oxidado

La Fig. 2 muestra la estabilidad del ABTS®"
después de mezclarse con diferentes disolventes:
metanol, etanol, isopropanol ¢ acetonitrilo. Se
observa que después de 7 horas de estar en contacto
con los tres alcoholes probados, la cantidad de ABTS
oxidado que se conservé fue entre el 70% y 80%.
Mientras que el acetonitrilo no tuvo un efecto
significativo  sobre el mediador oxidado,
practicamente no hubo cambio en la concentracion
del ABTS oxidado después de 7 horas de contacto
con este ultimo disolvente.
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Fig. 2. Efecto de diversos disolvente sobre el
ABTS®" después de: (m) 1 hora y () después de 7
horas de contacto.

Estos resultados del efecto de los disolventes

sobre el ABTS oxidado y sobre la lacasa son muy
interesantes, ya que se abre la posibilidad de trabajar
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reacciones de oxidacion, via el mediador oxidado
previamente con la enzima inmovilizada, pero en
condiciones que afectan a la lacasa, como seria el
caso de efectuar el proceso de oxidacioén en presencia
de disolventes tales como el acetonitrilo, que dafian
en gran medida a la lacasa pero no al ABTS oxidado.
Entonces, dependiendo del disolvente, se pueden
realizar las reaccion de oxidacion en presencia de la
enzima (cuando se usa etanol como disolvente) y con
el mediador ¢, unicamente con el mediador
previamente oxidado con la lacasa (cuando el
disolvente es acetonitrilo), pero sin que este presente
la enzima en el medio de reaccion.

3.3. Uso del ABTS** como agente oxidante

La Fig. 3 muestra los espectros UV-Visible
del ABTS y de la mezcla de ABTS/ABTS®"
obtenida con la lacasa inmovilizada. Con el ABTS
como unica especie, se observaron dos picos con
maximos en A; = 214 nm y A, = 340 nm. En el
espectro correspondiente a la oxidacion enzimatica
del ABTS se observaron ademas, sefiales con
maximos en A; = 394 nm, A4 = 414 nm, As = 646 nm
y A= 728 nm, por lo que estas cuatro ultimas sefiales
corresponden a los picos de maxima absorcion del
ABTS oxidado.
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— ABTS/ABTS™® producido con la lacasa

Fig. 3. Espectros UV-Visible del ABTS reducido y
de la mezcla de oxidacion producida por la lacasa.

Las figs. 4, 5 y 6 muestran la reactividad del
ABTS®" con los diferentes tipos de compuestos
probados. El espectro UV-Visible del 4cido galico se
muestra en la Fig. 4, el pico de maxima absorcion del
compuesto puro se registrd a 225 nm. Después de la
reaccion con ABTS®", hubo un decremento en el
pico a dicha longitud de onda, indicando el consumo
del reactivo. Se observd ademas que el pico a 340
nm, correspondiente al ABTS en su forma reducida,
increment6 y los correspondientes al ABTS®"
disminuyeron; todo ello indica que el 4cido galico
reaccioné con el ABTS®" sin requerir a la enzima en
el medio de reaccion; por otro lado durante el
proceso de oxidacién del acido glico, el ABTS®" se
transform6 en ABTS mediante la recuperacion del
electron que previamente le fue sustraidos por la
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enzima inmovilizada, mismo que fue donado por el
sustrato. El espectro UV-Visible del acido tanico fue
similar al del acido galico, indicando que este
compuesto también fue oxidado por el ABTS®" libre
de enzima.
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Fig. 4. Espectros de absorcion UV-Visible de la
reaccion del acido gélico con el ABTS oxidado.

La Fig. 5 corresponde a la oxidacion del
indigo mediante el ABTS®". El espectro UV-Visible
del compuesto puro muestra una sefial con maximo a
610 nm, la cual decrecid rapidamente al hacerse
reaccionar el colorante con el ABTS®', como
resultado de esta oxidacion el indigo se decoloro. La
seflal con maximo a 340 nm se incremento,
indicando la formacion de ABTS; mientras que las
sefiales a A; =394 nm, A4 =414 nm, As =646 nm y
As=728 nm, correspondientes al mediador oxidado
disminuyeron, debido a que el ABTS®" reacciond
con el indigo oxidandolo y decolorandolo. EI
espectro UV-Visible del naranja 7 fue similar a del
indigo, mostrando también que el naranja 7
reacciond con el mediador oxidado y como resultado
se decoloro.
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Fig. 5. Espectros de absorcion UV-Visible de la
reaccion del indigo con el ABTS oxidado.

La Fig. 6 muestra los cambios ocurridos en el
azul brillante G al incubarlo con el ABTS®", el
colorante puro presentd un pico con maxima
absorcion a 605 nm. En este caso se aprecio la
formacion de un nuevo compuesto, con un pico de
maxima absorcion a la longitud de onda de 658 nm.
Los cambios en los espectros UV-Visible del ABTS
y ABTS®" fueron similares a los descritos en las
figs. 4 y 5, indicando que el ABTS®" reacciond
también con este colorante y, durante el proceso se
form6, ademas, ABTS. Un comportamiento similar
se observo en los casos del azul de coomassie y del
p-cresol, donde los productos de oxidacion fueron
sustancias coloridas con picos de maxima absorcion
a longitudes de onda diferentes a las de los
compuestos puros.
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Fig. 6. Espectros de absorcion UV-Visible de la
reaccion del azul brillante G con el ABTS oxidado.

Para la p-cloroanilina, el aminoazotolueno y el
azobenceno no hubo evidencia de reaccion, ya que
los espectros UV-Visible antes y después de dos
horas de haber estado en contacto con el mediador
oxidado libre de enzima, fueron casi idénticos,
indicando que el mediador oxidado en las
condiciones indicadas no pudo oxidar a estos tres
compuestos.

En resumen, el ABTS®" fue capaz de oxidar
al acido galico, al acido tanico, al indigo, al naranja
7, al azul brillante G, al p-cresol y al azul de
coomassie, sin requerir la presencia de la enzima. El
mecanismo seguido en todos los casos fue:

Lacasa + O, ? @ ABTS*" ? @COmpuesto oxidado

Lacasa + H,O ABTS Compuesto

Los compuestos aromaticos no sustituidos no
pudieron reaccionar con el ABTS oxidado, como fue
el caso del azo benceno, coincidiendo con Collins y
col. (1998), quienes reportaron que el antraceno,
aromatico no sustituido tampoco reaccioné con el
mediador oxidado. E1 ABTS oxidado fue capaz de
oxidar compuestos organicos aromaticos sustituidos,
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principalmente aquellos cuyas sustituciones son
grupos hidroxilo o aminas.

3.4 Reciclado del ABTS entre la lacasa y el
compuesto oxidado

La Tabla 1 muestra las velocidades de
oxidacion del indigo, azul brillante G, naranja 7 y p-
cresol con lacasa y/6 ABTS®", medidas durante 2
horas tomando muestra cada 20 minutos. La
velocidad de oxidacion para los diversos compuestos
usando ABTS®" o lacasa fue similar, pero fue
evidente el incremento en la velocidad de reaccion
cuando se usaron ambos, el mediador y la enzima;
asi, la velocidad de oxidacion del indigo incremento
94 veces, para el azul brillante G el incremento fue
de 17 veces, de 34 veces para el naranja 7 y de 5
veces mayor para el p-cresol, comparado con usar
ABTS®" 6 lacasa como unico agente oxidante; cabe
destacar que en todos los casos se emplearon 100
veces menos ABTS®" que el compuesto a oxidar, es
decir que este proceso de reciclado ademas de
favorecer en forma considerable los procesos
reactivos, permite considerar el uso de mediadores
caros como es el caso del ABTS, ya que la cantidad
que se requiri6 del mismo fue pequefia en
comparacion con el compuesto oxidado.

Los resultados aqui presentados indican que es
factible separar fisicamente la accion de la enzima
lacasa sobre el mediador ABTS, para producir un
agente oxidante estable que previamente hemos
identificado como el monocatiéon ABTS®", para que
a su vez, este reaccione en forma ciclica con los
sustratos finales, que serian los compuestos
organicos aqui estudiados. Este resultado ya se habia
previsto por trabajos de Majcherczyk y Johannes
(2000) quienes separaron la enzima del sustrato
acoplado con polietilénglicol (PEG) por una
membrana semipermeable y observaron que la
adicion de ABTS, que es de bajo peso molecular,
permitia la oxidacion del sustrato. Pero no se habian
medido las relaciones molares entre los sustratos y el
ABTS que podian alcanzarse mediante el reciclado
entre el mediador y los pigmentos. Este punto es
crucial para el desarrollo de  procesos
econdomicamente mas atractivos, pues el ABTS y la
enzima suelen ser compuestos de alto precio en el
mercado. Aqui se ha demostrado que, la velocidad de

oxidacion incrementa varias veces al emplear la
enzima y el mediador comparado con su uso en
forma individual. El hecho que el intermediario
oxidado, ABTS®", sea estable atin en la presencia de
agentes desnaturalizantes de las enzimas como el
acetonitrilo, indica que es factible establecer dichos
ciclos de forma que el ABTS®" actiie sobre
soluciones del sustrato que serian dafiinas para la
lacasa. Por ejemplo, mediante dos reactores
separados, uno con la enzima fija en donde se
reoxidase el ABTS, y otro, con el sustrato disuelto en
el solvente, donde ocurriese la reaccion entre el
ABTS®" y el compuesto organico. Estos resultados
se orientan hacia el desarrollo de nuevos esquemas
de reaccion y separacion que permitan atacar
sustratos hasta ahora no oxidados y sobre todo, hacia
el uso rentable de mediadores como el ABTS cuyo
costo sea excesivo. Quedan por desarrollarse
procesos de separacion entre el ABTS y el ABTS®"
que utilizarian sus diferencias de cargas y
solubilidades para la realizacion practica de los
citados sistemas de reciclado.

Conclusiones

El ABTS oxidado es un i6n muy estable que
pudo permanecer sin cambios a temperatura
ambiente durante un mes; asimismo fue estable ante
ciertos disolventes, incluso se puede emplear en
presencia de algunos que dafian a la enzima, como es
el caso del acetonitrilo. El ABTS oxidado es un
agente oxidante por si mismo, capaz de oxidar
diferentes compuestos organicos sin requerir el uso
de la enzima. Actia sobre aromaticos sustituidos,
principalmente aquellos que tienen grupos hidroxilo
6 aminas; durante el proceso de oxidacion de dichos
compuestos, el mediador se recicla entre la enzima y
el sustrato, requiriéndose cantidades pequefias del
mediador comparadas con la cantidad de sustrato que
es posible oxidar con este, la relacion molar aqui
probada fue de 1/100 [ABTS®')/ [compuestol].
Todos estos resultados abren una nueva area de
desarrollo en el tratamiento de diversos compuestos
como colorantes, compuestos tanicos y cresoles,
usando reactores con enzima inmovilizada vy
catalizados con ABTS.

Tabla 1. Velocidad de oxidacion de indigo, azul brillante G, naranja 7 y p-cresol con: (V;) ABTS®", (V>)
lacasa y (V) con la mezcla de la enzima y el mediador.

Compuesto V1 (nmol/hr) V, (nmol/hr) V3 (nmol/hr) V3/V,
Indigo 0.067 + 0.010 0.206 + 0.081 6.280 + 0.061 94
Azul Brilliante G 0.072 + 0.021 0.052 +0.033 1.224 +0.130 17
Naranja 7 0.010+ 0.005 0.016 + 0.010 0.342 +0.018 34
p-cresol 0.016 + 0.009 0.026 + 0.012 0.054 + 0.016 4
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