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Biodesulfuracion de dibenzotiofeno a partir de
Aspergillus niger y Penicillium notatum

M. A. CASTILLO COLLAZO, S. P. CORTES SANCHEZ, A. M. PALACIOS CANDIA, 1. A.
SALINAS RANGEL Y T. VEREA SOTO

Resumen— En este trabajo se analiz6 la capacidad de dos
hongos filamentosos, Aspergillus niger y Penicillium notatum,
para metabolizar la molécula de dibenzotiofeno a partir de una
técnica de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion CLAR
(HPLC por sus siglas del idioma inglés) para la cuantificacion
de la concentracion del dibenzotiofeno, ademas de las mediciones
de biomasa. Encontrando una disminucion en la concentracion
de la molécula de dibenzotiofeno (DBT) después de dos semanas
con la posible formacion de subproductos.

I. INTRODUCCION

El petroleo y otros combustibles fdsiles constituyen mas del
60% de las fuentes de energia primaria, este hecho ha
generado apreciables problemas ambientales en los dltimos
afios. Al quemarse, los combustibles fosiles producen 6xidos
de azufre y de nitrégeno que, al combinarse con el agua de las
nubes, se precipitan en forma de lluvia acida, esto puede
afectar a los bosques, eliminar la vida de los lagos y desertizar
grandes superficies terrestres. Estas son algunas razones por
lo que es necesario llevar a cabo un proceso de eliminacion
del azufre en los combustibles fosiles antes de su utilizacion
[1].

El contenido de azufre en los crudos mexicanos varia de un
0.9% a un 7.0%. De este azufre alrededor del 40% se
encuentra unido a moléculas organicas siendo la mas
representativa el dibenzotiofeno. Este compuesto esta
constituido por dos moléculas organicas de benceno unidas a
un tiofeno que contiene el 4tomo de azufre. EI DBT es un
compuesto con un peso molecular de 184. 26 g/mol; es
soluble en disolventes no polares como hexano, y poco
polares como el acetonitrilo, la acetona y en alcoholes
calientes [2].

La eliminacion del azufre de moléculas organicas como el
DBT es dificil de realizar tanto por métodos fisicoquimicos
como bioldgicos dada la especificidad del mecanismo de
eliminacién del azufre de moléculas organicas como el DBT.
Actualmente, los procesos fisicoquimicos tienen un elevado
costo por su alto requerimiento energético, siendo los
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métodos bioldgicos de desulfuracion una alternativa a esta
problemética.

La biodesulfuracion es un proceso en el cual participan
microorganismos, en este caso hongos, para la desulfuracion
del carbdn. EI metabolismo de estos microorganismos se basa
en que pueden oxidar los compuestos reducidos del azufre,
transformandolos en compuestos solubles de féacil
eliminacion.

La metabolismo de estos hongos tienen la capacidad de
transformar una gran variedad de compuestos organicos,
mineralizandolos, ya sea a través de enzimas intracelulares o
excretandolas al medio, esto ofrece un gran potencial para su
uso en estos procesos y una ventaja sobre el metabolismo
bacteriano, puesto que esta obligado a la internalizacion de
los compuestos, antes de ser degradados.

Penicillium notatum es un hongo filamentoso que esta
ampliamente distribuido en la naturaleza donde se puede
hallar en el suelo, la vegetacion caida y en el aire. Este
organismo prefiere climas frescos y moderados, tiene mejor
crecimiento en lugares himedos y comlUnmente esta presente
donde hay una variedad de materia organica disponible. Vive
principalmente en las sustancias organicas biodegradables y
en materias primas si hallan el agua y los nutrientes
necesarios, ya sean de origen vegetal o animal. Asimismo,
este es uno de los hongos més utilizados en la degradacion de
hidrocarburos del petrdleo en muestras de suelo [3], pues
durante la biodegradacion, se ha comprobado que este tipo de
hongos esta equipado con la maquinaria metabdlica para
utilizar al contaminante como fuente de carbono y energia
para su crecimiento, produciendo biomasa, subproductos,
dioxido de carbono y agua [4].

Los Aspergillus son capaces de utilizar una enorme
variedad de sustancias como alimento debido al gran nimero
de enzimas que producen. Se ha encontrado la presencia de
hongos de éste género en suelos contaminados con
hidrocarburos. En la bibliografia se encuentra reportado que
microorganismos de éste género pueden crecer sobre
hidrocarburos lineales y aromaticos, incluyendo a los
aromaticos heterociclicos que contienen azufre como el DBT.
Particularmente algunos hongos como Aspergillus niger
oxidan tioésteres y sulfuros organicos ciclicos a sus
correspondientes sulféxidos y sulfonas [5]; éstos datos
permiten suponer que es posible metabolizar de alguna
manera los hidrocarburos, incluida la desulfuracion de DBT.

Il. CONCEPTOS BASICOS

A.niger al igual que P. notatum, son hongos filamentosos
cuyas enzimas relacionadas con la oxidacion del DBT son el
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citocromo P450 (CIP450) vy las ligninoliticas lacasa, siendo
ésta Gltima un fenol oxidasa extracelular producido por el
micelio de este ascomiceto.

Bioquimicamente, la lacasa es una enzima que oxida una
variedad de compuestos aromaticos, es decir, cataliza la
remocion de un electrén y un proton de hidroxilos fenélicos o
de grupos amino aromaticos, para formar radicales libres
fenoxilo y radicales amino, respectivamente. Si la oxidacion
se llevara a cabo por esta enzima oxidasa, el oxigeno seria el
aceptor final de electrones y el DBT el donador de estos. La
enzima lacasa oxida los sustratos al remover un electron por
vez y genera radicales libres los cuales pueden polimerizarse.
La enzima almacena electrones de reaccion 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 [6].

Ademas del sistema enzimdtico extracelular, los hongos
poseen otro intracelular donde se involucra el CIP450, esta
ruta intracelular estd presente en todos los organismos
eucariotas, que lleva a cabo funciones del metabolismo
enddgeno, es decir, la degradacion de sustancias del propio
organismo y la eliminacion de sustancias exdgenas como son
drogas, sustancias carcindgenas, pesticidas, etc. EI CIP450,
clasificado como una enzima monooxigenasa, es el
componente final de una cadena de electrones que cataliza la
oxidacion de sustratos. Los electrones involucrados en la
oxidacion de los sustratos por el CIP450 pueden provenir de
la nicotinamida y la adenina dinucleétido fosfato (NADPH),
gue es una coenzima que participa en reacciones tanto
anabdlicas como catabdlicas.

Radwan en [7] reportar la presencia de hongos del género
Aspergillus en un estudio de biodegradacion de hidrocarburos
en suelos contaminados con petr6leo. Del mismo modo
Pritchard en [8] sefialan que microorganismos del género
Aspergillus pueden crecer sobre hidrocarburos lineales y
aromaticos, incluyendo a los aromaticos heterociclicos que
contienen azufre como el DBT.

De acuerdo a la literatura, la ruta metabolica propuesta que
explica la oxidacion del atomo de azufre sin rompimiento de
enlaces se muestra en la figura 1.

I1l. METODOLOGIA

En este experimento utilizamos tres matraces, el control y dos
con el contaminante. En el matraz control afiadimos 5 ml de
una cepa del hongo A. niger, con una cantidad aproximada de
1x10°-1x10® esporas, en 80 ml de la solucién buffer; en los
dos matraces restantes (1 y 2), agregamos las mismas
proporciones de cepa y de buffer ademas de afiadir 4 ml de la
solucion de DBT 0.02170 mM como sustrato. Asimismo,
todos los matraces se metieron a una incubadora a 28°C.
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Figura 1. La ruta metabdlica implica en primer lugar la
oxidacion del DBT hasta DBT sulféxido (DBTO) vy
posteriormente de DBTO hasta DBT sulfona (DBTO2). La
degradacion de DBT se lleva a cabo, ya que el DBT se oxida
parcialmente, permaneciendo intactos los enlaces C-S, para
distinguirla de la desulfuracién del DBT, en que los enlaces C-S
se rompen. Ademas, en este proceso finalmente no se extrae el
atomo de azufre de la molécula.

En el Apéndice se muestra la curva de calibracion que se
realiz6 para la determinacion de la concentracion final del
DBT.

Del matraz 1 se tomd la primera muestra después de una
semana mientras que en el matraz 2, se tomd la muestra en la
segunda semana. Antes de filtrar se pesaron los filtros, y
después se filtraron, posteriormente se dejaron secando
durante un dia en la incubadora a 28°C y se determino la
biomasa de los hongos.

Para determinar la cantidad de DBT remanente por el
hongo, se extrajo 1 ml del liquido residual del filtrado y se
agregé 1 ml de acetonitrilo, finalmente se determind su
absorbancia en HPLC y con la curva de calibracién se
determind la concentracion del remanente.

IV. RESULTADOS

En la Figura 2 se observa que durante la primera semana
ambas cepas se encontraban en fase de adaptacion por lo que
el crecimiento fue minimo; mientras que para la segunda
semana el crecimiento de éstos fue superior a 10 veces su
peso anterior.
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Figura 2. Biomasa del hongo

En la Figura 3 se aprecia la disminucién de la
concentracion del DBT en diferente proporciéon para cada
cepa, lo que indica la degradacion del sustrato por el hongo.
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De acuerdo a los perfiles de crecimiento de hongo y
degradacién de DBT, se obtuvieron los pardmetros cinéticos
de acuerdo a la ecuacion de Monod para un crecimiento
microbiano en un sistema no estructurado no segregado, en el
cual se puede apreciar en el cuadro I.

u=u S
"Ks+S

]

donde p representa la velocidad especifica de crecimiento, pn
la velocidad méaxima de crecimiento, S la concentracion de
sustrato y Ks constante de velocidad media.
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Figura 3. Concentracion del DBT
CUADRO |
PARAMETROS CINETICOS DE CRECIMIENTO DE MONOD
Hongo Ks [M] um [hr]
Aspergillus niger ~ 9.097x10° 0.0195
Penicillium 5 505x10° 0.01365
notatum

Por lo tanto, la ecuacién cinética que describe la

degradacién del DBT por A. niger (1) y P. notatum (2) se
muestra a continuacion:

i =0.01948 ) (1)

(2)

9.097x107¢+ S

—0.01365————— (2
# 2205210655 &

V. CONCLUSIONES

Aspergillus niger y Penicillium notatum mostraron tolerancia
al DBT, por lo que es posible afirmar su capacidad de crecer
en presencia de este contaminante; sin embargo, no se lleva a
cabo la desulfuracion del DBT, es decir, no se rompen los
enlaces carbono-azufre de la molécula.

De acuerdo a la literatura, el metabolismo de los hongos
supone la oxidacion del DBT hasta la forma de DBT sulfona,
siendo esta molécula el producto final de la ruta de oxidacion
de tal manera que hay una disminucion en la concentracién
final del DBT como se mostré en los resultados.
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Para comprobar la formacién de los subproductos
generados durante la oxidacién del DBT se tienen que hacer
mas estudios; éstos nuevos compuestos azufrados, aumentan
su polaridad y modifican algunas de sus propiedades tales
como su punto de ebullicién, lo que permite que su separacién
se lleve a cabo por operaciones unitarias mas sencillas como
la extraccion con solventes o la destilacion fraccionada.

La investigacion en esta area es de gran importancia para la
industria petrolera, ya que reduciria los costos inherentes a la
adaptacién de tecnologias que permitan el cumplimiento de
las normativas ambientales cada vez méas exigentes de
nuestros mercados tradicionales y, por otro lado, facilitaria la
introduccién de nuestros productos en nuevos mercados
aunque para este tipo de técnica se tienen que cuidar ciertos
pardmetros como: la eleccion del microorganismo, el tiempo
de conservacion, la manipulacién, la velocidad de
crecimiento, la ruta metabdlica, el tipo de subproductos, etc.

AGRADECIMIENTOS

Agradecemos a nuestros padres por darnos la posibilidad de
estudiar en una institucion de prestigio como lo es la
Universidad La Salle. Los autores agradecen a la Maestra
Anabelle Cer6n Nava por su apoyo incondicional y
entusiasmo para el desarrollo del proyecto, asi como al Dr.
Tomés Eduardo Chavez Miyauchi por la inspiracion que nos
brind6 durante el desarrollo experimental.

APENDICE

En el cuadro Il se muestran las concentraciones que
utilizamos de DBT, con acetonitrilo como disolvente, para
realizar la curva de calibracién, asimismo se puede observar
en la Figura 4 la curva de calibracion.
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Figura 4. Curva de calibracion del DBT
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