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RESUMEN.

La mutua solubilizacion de agua y un solvente hidrofobo es posible con la ayuda de
agentes tensoactivos. La solubilizacion de proteinas en estos sistemas ofrece nuevos
enfoques para el estudio de su estabilidad y propiedades cinéticas asi como para su
purificacion. La solubilidad e integridad estructural de las enzimas en la microemulsion
depende principalmente de las propiedades de los tensoactivos. Al mismo tiempo el
funcionamiento de las enzimas en estos sistemas esta relacionado con las caracteristicas
estructurales de la microemulsion y las propiedades de la fase acuosa.

[.- Caracteristicas de las nuevas microemulsiones.

En este trabajo se analizaron cuatro sistemas de microemulsiones utilizando diferentes
detergentes no idnicos como tensoactivos, es decir; 1, Brij 58/ Brij 52/ciclohexano; 2,
Nonidet P-40/Octanol/ciclohexano; 3, Nonidet P-40/Triton X-35/ciclohexano; 4, Tween
85/isopropanol/hexano. En todos los sistemas se forma- ron microemulsiones, sin
embargo, los estudios de dispersion de luz indicaron que los sistemas formados por
Nonidet P-40/Triton X-35 y Tween 85/isopropanol estan constituidos por micelas de
diametros mas homogéneos. En las microemulsiones formadas por el Tween 85 (sorbitan
polioxietilene triolato) fue posible determinar algunos parimetros estructurales de las
micelas invertidas como son: la fraccion de volumen micelar (8 ), el nimero de agregacion
(n) y la concentracion de micelas.

11.- Propiedades de las enzimas solubilizadas en los sistemas descritos.

A.- Se presentan resultados de las propiedades de la 20  pB-Hidroxiesteroide
deshidrogenasa de Streptomyces hydrogenas, solubilizada en microemulsiones de Nonidet
P-40/Triton X-35. La actividad, estabilidad y las propiedades cataliticas dependieron del
contenido de agua en la microemulsion. La velocidad maxima observada en la
microemulsion fue de 3.0 pmol min.! mg. /', mientras que en agua fue de 5.0 umol. min.!
mg." La enzima solubilizada en la microemulsion fue estable por varios dias. Al
retransferir la enzima de la microemulsion al agua se observé un incremento en la actividad
especifica. Se reportan también algunas propiedades de la 17 B-Hidroxiesteroide
deshidrogenasa de placenta humana solubilizada en las mismas microemulsiones.




B. - Con el sistema formado por Tween 85/isopropanol/hexano se investigo la hidrolisis
del p-Nitrofenol butirato por la subtilisina. La enzima mostré un incremento considerable
en la Km, sin embargo, a ciertas concentraciones de agua Kcat fue mayor en la
microemulsion que en el agua.

C.- Se describe también la capacidad de las microemulsiones de Tween 85 para solubilizar
grandes cantidades de proteina. Se estudio el efecto de la fuerza idnica, la concentracion
de detergentes y concentracion del co-tensoactivo en las solubilizacion de agua y proteina.

D.- Ademas se encontré que la mezcla Tween 85/isopropanol forman microemulsiones en
propano liquido (27 © C y 500 PSI). En este sistema se solubilizo el citocromo ¢ y fue
posible reducirlo con acido ascorbico a 5000 PSI. Se reporta por primera vez la
determinacion de constantes cinéticas para una enzima solubilizada en microemulsiones
formada con solventes a alta presion. En estos sistemas fue posible recuperar en 100 % de
agua la enzima solubilizada en ias microemulsiones (en condiciones normales o alta
presion) con la misma capacidad catalitica que presentaron antes de la solubilizacion.




Summary

Reversed micellar systems are dispersions of water molecules surrounded by a shell of
surfactant. In these systems is possible to solubilize biological molecules inside the water
core of the micelles. The solubilization of proteins in has important consequences for the
application of enzyme purification, as well as biocatalysis. The solubility and stability of
the enzyme depend to the properties of the surfactant used.

We described different microemulsions made of no ionic surfactants, i.e.,, Brij 58/ Bnj
52/cyclohexane; 2, Nonidet P-40/octanol/cyclohexane, Nonidet P-40/Triton X-
35/cyclohexane and 4, Tween 8S5/isopropanol/hexane. All these systems are
microemulsion, however the light scattering studies have shown that only the systems
formed with Nonidet P-40/Triton X-35 and Tween 85/isopropanol contain micelles with
homogeneous sizes. A characterization of the system Tween 85/hexane/isopropanol/water
has been carried out, including light scattering, viscosimetry and phase diagram was
constructed to outline the ohase boundaries.

We studied the catalytic properties of 20 B-dehydroxysteroid dehydrogenase from

treptomices hydrogenans. In the microemulsion the activity and stability were depended
on the molecular ratio water to surfactant (Wo). The Vmax observed in the
microemulsion was 3.0 pmol mg-! min.-! . The solubilized enzyme was stable for several
days and when the enzyme was transferred back to an all water system it exhibit full
catalytic capacity.

We describe the ability of Tween 85/isopropanol microemulsion in hexane to solublize
pure proteins. The dependents of cytochrome C extraction, and buffer of the aqueous
phase, detergent concentration, and cosurfactant concentration are described. Increases in
ionic strength result in decreased recovery of protein in the organic phase, whereas
increases in detergent concentration and cosurfactant concentration result in increases
extraction. Ester hydrolysis by Subtilisin has been investigated. The stability of this enzyme
was comparable to that in buffer. In addition we have found that Tween 85 and
isopropanol from a microemulsion in liquid propane (27 O C and 500 PSI still highly
compressible). In this system cytochrome C was solubilized and its reduction with ascorbic



acid was possible at 5600 PSI. The first determinations of kinetic constants for enzyme-
catalyzed reaction in such system are also presented.




OBJETIVOS:

1.- Describir sistemas de micelas invertidas constituidas por
detergentes no iénicos.

2.- Caracterizar los nuevos sistemas por:
a) Tamaiio Micelar.
b) Viscosidad.

c¢) Diagrama de fases.

3.- Definir las caracteristicas de funcionalidad y estabilidad de las enzimas solubilizadas en
los sistemas descritos.

4.- Determinar los factores que regulan la extraccion de proteinas de una solucion acuosa a el
sistema micelar.

5.- Describir un enfoque experimental para la utilizacién sistemas de micelas invertidas
formadas en fluidos compresibles.



I. INTRODUCCION
A. SOLUBILIZACION DE ENZIMAS EN MICELAS INVERTIDAS,

Las micelas invertidas son microgotas de agua conm-
partamentalizadas en un solvente hidrofdébico a través de
agentes tensoactivos. En estos sistemas 1los sustratos
hidrofilicos y las enzimas solubles permanecen en el in-
terior de la micela, donde éstas podran disponer del el
agua que necesitan para mantener su capacidad catalitica;
si se utilizan sustratos _hidrofébicos éstos se encuentran
disueltos en el solvente orgdnico. Las micelas invertidas
son sistemas dindmicos en los cuales existe intercambio
entre el material solubilizado en el interior de las
micelas, las moléculas presentes en el solvente y las
otras micelas

El uso de micelas invertidas para el estudio de 1la
actividad catalitica de enzimas se ha incrementado consi-
derablemente en los uUltimos afos. El interés radica en 1la
posibilidad de solubilizar enzimas (solubles o de
membrana) en un medio restringido de agua. De esta manera
se puede estudiar el efecto del agua sobre las propieda-
des fisicoquimicas y cataliticas de las proteinas y las
enzimas. Por otro lado, la eliminacidén del exceso de agua
en el medio de reaccidén evita ciertas reacciones indesea-
bles, como aquellas que inducen la desnaturalizacidén de
las proteinas y abre nuevas posibilidades de utiliza-
cién de las enzimas en la biotecnologia.

Si bién las enzimas han sido utilizadas desde hace
mas de 100 afios en la transformacién de compuestos natu-




rales producidos por el hombre, es recientemente que se
ha encontrado un enorme potencial en el uso de las enzi-
mas para la transformacién de una gran variedad de com-
puestos organicos. Sin embargo, existen varias propieda-
des de las enzimas que hacen dificil su aplicacién en
procesos industriales, por ejemplo, la de mostrar su
maxima actividad en medios acuosos y el rango estrecho de
condiciones en que permanecen activas. Se han descrito
varias técnicas que permiten utilizar a las enzimas en
medios no convencionales. En particular, cuando las enzi-
mas son introducida en sistemas anhidros, se ha encontra-
do que éstas muestran nuevas propiedades; tales como un
incremento en la termoestabilidad (57, 58 ), cambios en
su especificidad (47, 59 60) y la capacidad de utilizar
una gran variedad de sustratos hidrofdbicos.

La eliminacién del agua en el medio de reaccidn ha
incrementado el potencial de poder utilizar las enzimas
en la industria. Sin embargo, las enzimas necesitan el
agua para las interacciones no covalentes que ayudan a
mantener la conformacién cataliticamente activa (64). Una
alternativa para el estudio de enzimas en condiciones en
las cuales solo existe el agua que necesitan para mante-
ner sus conformacidn nativa, la encontramos en las mice-
las invertidas y las microemulsiones.

La solubilizacién de enzimas en micelas invertidas
tiene importantes aplicaciones en la separacién y puri-
ficacién de enzimas, asi como en la biocatdlisis. Se han
publicado varias revisiones que discuten la historia y
los progresos que se han hecho en el 4rea (1-3, 14, 36).
La actividad y funcién de varias enzimas ya han sido es-
tudiadas por diferentes grupos ( 4-6, 27, 37, 39-41 ).




Los detergentes iénicos (CTAB, SDS y AOT) han sido
los mas utilizados (17-20, 36, ) en el estudio de enzimas
en micelas invertidas. En la gran mayoria de los trabajos
se ha utilizado el detergente anidénico AOT. Existe una
caracterizacion extensa de las propiedades fisicoquimicas
y dindmicas de micelas invertidas de AOT conteniendo en-
zimas ( 7 ). Sin embargo, el uso de detergentes no iéni-
cos ha estado limitado (25, 8, 26), debido principalmente
a la dificultad de obtener microemulsiones.

Los detergentes no idnicos tales como el Triton X-
100 (25) y el Brij (26, 65) se han utilizados para el
estudio de la solubilizacién de enzimas en micelas
invertidas. Sin embargo, en nuestras manos estos sistemas
presentaron algunas dificultades, como es la de no formar
microemulsiones estables a diferentes concentraciones de
agua. Consideramos importante describir nuevos sistemas
de micelas invertidas, particularmente se buscéd substi-
tuir los detergentes idénicos convencionalmente utiliza-
dos, AOT Y CTAB, por los detergentes no idnicos. De esta
manera seria posible estudiar las enzimas que son sensi-
bles a los detergentes idnicos.

En este trabajo se describieron y caracterizaron nuevos
sistemas de micelas invertidas constituidos por detergen-
tes no idénicos. También se estudié la estabilidad y pro-
piedades cataliticas de enzimas solubilizadas en algunos
de los sistemas descritos. La eleccidén de los sistemas se
hizo en base: A) la estabilidad de las enzimas, lo cual
implica que se analizé la actividad de las enzimas en la
microemulsién y después de transferirlas de 1la mi-
croemulsién a una fase acuosa; B) la capacidad de formar




micelas de tamarfios homogeneos. En estos sistemas se in-
vestigaron las condiciones para obtener micelas con una
gran capacidad para solubilizar agqua Y proteina. Tam-
bilén se investigaron los factores que controlan la ex-
traccidn de proteinas de una solucidn acuosa al sistema
micelar.

Nuestros estudios se extendieron a la descripcidn de
microemulsiones formadas con solventes a alta presidn. En
estos sistemas se solubilizé el citocromo c y fue posible
reducirlo con dcido ascorbico a 5000 PSI. Se reporta por
primera vez la determinacién de constantes cinéticas para

una enzima solubilizada en las microemulsiones formadas
a alta presion.

Il. CARACGTERISTICAS DE LAS MICELAS INVERTIDAS X
MICROEMULSIONES.

A. CARACTERISTICAS GENERALES.

l.- Arreglos estructurales.
Cualquier tensoactivo (idnico, no idénico, zwiterié-

nico o un fosfolipido ) es capaz de auto-asociarse en

solventes orgdnicos apolares. De acuerdo al tipo y combi-
nacién de tensoactivos que se utilicen se pueden conside-
rar tres clases: a) micelas invertidas b) microemulsio-
nes, c¢) Sistemas formados por fosfolipidos.

Las micelas invertidas se constituyen solo de ten-
soactivos iénicos y ninguna otra clase de molécula anfi-
padtica. Son pocos los detergente que forman micelas in-
vertidas. E1 ma&s utilizado es el AOT ( 2-etil-hexil sul-
fosuccinato de sodio) que puede formar micelas invertidas
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practicamente en cualquier solvente apolar. Esta es una
de las razones por la cual ha sido utilizado ampliamente
en el estudio de enzimas en micelas invertidas.

En las microemulsiones del tipo W/0 la fase princi-
pal es el solvente orgdnico en el cual se dispersan mi-
crogotas de agua que son estabilizadas por el tensoac-
tivo. Generalmente las microemulsiones requieren de un
co-tensocactivo para formar sistemas estables y trans-
parentes. ( 66, 67 ). El co-tenscactivo se intercala en
la monocapa del tensoactivo en la interfase agua-sol-
vente expandiendo el Adrea interfacial, provocando que la
presién dada por la mezcla co-tensocactivo/tensoactivo sea
mayor que la tensién interfacial entre el agua y el sol-
vente, como consecuencia la region polar de los tensoac-
tivos en la monocapa se curven hacia el interior de 1la
micela y se forma la microemulsidn.

Las microemulsiones son sistemas transparentes ter-
modindmicamente estables que se componen de tres micro-
dominios: 1.- El dominio acuoso ( W ) constituido prin-
cipalmente por el amortiguador que se utilizé para for-
mar la microemulsidén, 2.- La fase orgdnica (0) y 3.- La
interfase o microdominio membranal (m) constituida por el
tensocactivo y cotensoactivo (Fig 1). El1 cotensoactivo,

puede ser otro detergente o un alcohol entre 3 y 9 &tomos
de carbono.

La diferencia entre micelas invertidas y microemul-
siones no esta aun bién establecida. Se consideran por
separado siplemente tomando en cuenta el didmetro de las
micelas y la cantidad de agua que pueden solubilizar, asi
como por el numero de componentes (12). De acuerdo a Ran-




ce (66) las microemulsiones del tipo W/0 son parte de la
regién de micelas invertidas en un diagrama de fase y por
lo tanto se consideran que son lo mismo. Por otro lado,
Princes (67) postula que la diferencia entre estos dos
sistemas, radica en el tipo de interacciones que operan
para estabilizar al sistema. En el caso de las micelas
invertidas, cuyos diametros varian entre 10-100 A, el
grado de agregacién y la curvatura de la interfase estan
determinados por las interacciones especificas entre el
agua y la reqgioén hidrofilica de los tensocactivos. En las
microemulsiones, gque contienen micelas con didmetros
entre 50-1000 A, 1la curvatura de la interfase esta
determinada por las interacciones especificas entre el
solvente y la regién hidrofdébica de los tensocactivos y
las interacciones entre el agua y la regidén polar de los
tensoactivos son menos significativas. En este trabajo,
para simplificar usaremos el término micelas invertidas
al referirnos a las microemulsiones del tipo W/0.

Los sistemas formados por fosfolipidos también se han
utilizado para estudiar enzimas en solventes organicos
( 29-34 ). Se ha reportado la formacidén de micelas inver-
tidas en soluciones constituidas por fosfolipidos en he~-
xano (35), sin embargo, la cantidad de agua que se puede
solubilizar es pequefia comparada a la que se puede solu-
bilizar en las micelas invertidas y las microemulsiones.
Se ha propuesto ( 68 ) que los fosfolipidos forman es-
tructuras tubulares que incrementan en longitud mas que
en volumen. Es decir no se forman los agregados globula-
res que incrementan en didmetro cuando se adiciona agua
al sistema; ademds las estructuras que se forman cuando
las enzimas son solubilizadas en estos sistemas son
bastante complejas. Por lo que se consideran diferentes a




las micelas invertidas y a las microemulsiones.

Figura 1: Representacién esquemdtica de la estructura de una
micela invertida. En el esquema se representa los tres micro-

dominios: fase acuosa (W), interfase (m), fase orgdnica. RT
es ¢l rédio hidrodindmico y rw es el rddio intemo

2. PARAMETROS DE AGREGACION.

La asoclacién de tensocactivos en medios apolares
muestra un patrén diferente al equilibrio mondémero/micela
descrito para los sistemas acuosos ( 9-11 ), por lo que
no es posible hablar de una concentracién micelar criti-

ca; pero se puede definir la concentracidén critica de la

microemulsidén (cuc) ( 28 ), que es la concentracién de

tensoactivo a la cual se empieza a formar la microemul-
sién. La cuc representa la concentracién libre del ten-
soactivo. Ademds se puede designar el numero de agre-
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gacidén (n) que se refiere al numero de moléculas de ten-
soactivos que forman la membrana micelar ( 12, 13 ). La
relacidn molar agua/detergente se expresa como Wo. A una
concentracion dada de detergente, a medida que el Wo se
incrementa el tamario de la micela crece como consecuencia
del aumento de agua en el interior de ésta a expensas de
un aumento en el numero de agregacién y una disminucidn
en la concentracién de las micelas.

3. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.

La estructura de las micelas invertidas se ha inves-
tigado por varias técnicas ( 19, 14 ), tales como di-
fraccién de rayos X, dispersién de neutrones, ultracen-
trifugacién, microscopia electrénica, viscometria y re-
sonancia magnética nuclear. Los estudios hechos en
micelas invertidas, han indicado que cuando la fraccidén
de volumen de la fase dispersa ( 6 ) no es muy grande se
forman las microemulsiones, las cuales estdn constituida
por gotas esféricas de tamafio casi uniforme. Cuando 1la
fraccidén de volumen ( 6 ) es muy grande, la microemulsidén
tiene una interfase interna muy flexible la cual se forma
y deforma en una escala de tiempo corto.

La medida del didmetro de las micelas invertidas se
determina por diferentes técnicas ( 7, 9 ). El método que
se usa con mayor frecuencia es la dispersién de luz (62),
con el cual se puede obtener el tamarfio promedio de las
particulas. La polidespersién del sistema también se
puede obtener a partir de las fluctuaciones de la. inten-
sidad de la luz dispersada. El tratamiento matemidtico de
la dispersién de la luz conduce a la determinacién del
tamafio, asumiendo que las particulas son esféricas y no




interactuantes. Como resultado de que el sistema es "no-
ideal" se observan desviaciones de los valores esperados,
esto puede proporcionar informacién sobre la interaccidn
entre las micelas y cambios en su estructura. Los estu-
dios de la viscosidad junto con la espectrofotometria de
dispersidén de la luz pueden conducir a la determinacién
del didmetro del nucleo de agua, el numero de agregacioén

y la concentracidén micelar.

B. MICROEMULSIONES.
1, Composicidn de las microemulsiones.

En el caso de los detergentes no idénicos para 1la
formacién de 1las microemulsiones se requiere de una
mezcla apropiada de tensocactivos y cotensoactivos
(21-23) . Un pardmetro util para la determinacidn de tales
mezclas ( 15, 16 ) es el "balance" hidrofilico/lipofilico
(BHL). Este numero se obtiene empiricamente en base a una
serie de pruebas de emulsificacién. Existen una gran va-
riedad de éstos detergentes con un rango amplio en los
valores de BHL (Tabla I) que se pueden utilizar en la
formacidn de microemulsiones.

La metodologia para la obtencidén de microemulsiones
es relativamente simple; sin embargo el aspecto critico
se encuentra en determinar los componentes que
constituirdn el sistema, es decir el tensoactivo, el
solvente, el co-tensoactivo y el amortiguador que
constituira la fase acuosa. En la Figura 2 se muestran
las estructuras de algunos de los tensocactivos que se
pueden utilizar para formar microemulsiones. Se muestra
también la estructura del AOT, uno de 1los detergentes

s e,
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TABLA |

VALORES DEL. BALANCE HIDROFILICO-LIPOFILICO (BHL)
DE ALGUNO DETERGENTES NO IONICOS

DETERGENTE COMPUESTO HLB
Brij 30 PEG (4) lauril ester 9.7
Bri] 35 PEG (23) lauril ester 16.9
Brij 52 PEG (2) celil ester 5.3
Brij 66 PEG (10) caetil ester 12.9
Brij 72 PEG (2) olelil ester 4.9
Brij 76 PEG (10) estearil ester 12.4
Lubrot WX PEG (17) cetil-estearil alcohol 14.9
Esterex PEG (11) tetradecil alcohol 13.8
Tritén X-100 PEG (9 -10) p-t-octiifenol 135
Nonidet P-40 PEG (9) p-t-octilfenol 13.1
Triton N-101 PEG (9-10) nonil frnol 13.4
Tritén X-114 PEG (7-8) p-t-octilfenol 12.4
Tritén X-35 PEG (3) p-ocitil fenol 78
Tritén X-45 PEG (4-5) p-t-octiifenol 10. 4
Tween 20 PEG (20) sorbitol monolaurato 16.7
Tween 40 PEG (20) sorbitol monopaimitato 15.6
Tween 60 PEG (20) sorbitol monoesterato  14.9
Tween 80 PEG (20) sorbitol monocieato 15.0
Tween 85 PEG (20 sorbitol tricleato 11.0

e

El nimero entre parentesis es la cantidad promedio de unidades de
polioxietilenos (PEG)

que puede formar micelas invertidas en practicamente

cualquier solvente apolar y sin la adicién de un
cotensoactivo.

Los detergentes no idénicos Nonidet P-40, Brij 58
estan constituidos por una cadena alifdtica unida a
través de un enlace eter a una cadena de polioxietilenos.
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Los detergentes de la serie Tween son derivados de los
esteres de sorbitan los cuales se obtiene por la esteri-
ficacidn de 4&cidos grasos con el sorbitol obteniéndose
mono~, di- y poliesteres de sorbitan (serie Span), estos
ultimos son muy hidrofdébicos ya que no contienen poli-
etilenglicol. Con la adicidén de oxidos de etileno a los
grupos hidroxilos libres se forman los polietilen glicol-
(n)-sorbitan ésteres (denominados como polisorbatos). En
general los polisorbatos son muy solubles en agua, sin
embargo, se pueden obtener compuestos con diferentes
grados de hidrofobicidad dependiendo del nimero de poli-
oxietilenos y/o el numero de &cidos grasos esterificados,
lo cual permite ajustar los valores de BHL en un rango
amplio. En el caso del Tween 85 (Polietilenglicol- (20)-
sorbitan triolato), la presencia de tres moléculas de
dcido oléico lo hacen un compuesto bastante hidrofdébico.

2. Formacién de las microemulsiones.

La formacién de las microemulsiones se consiguié
variando la proporcién de dos detergentes, uno con BHL
alto y otro con un BHL bajo, o utilizando un alcohol co-
mo co-tensoactivo.

Nonidet P-40/0ctanol/ciclohexano

Este sistema consistié de 0.600 gramos de Nonidet
P-40 y 0.4 gramos de octanol disueltos en tres mililitros
de ciclohexano. La concentracién final del detergente mas
el octanol fué del 25 % (p/v).

Brij 58/Brij 52/ciclohexano

11




Para formar las microemulsiones se mezclaron estos
dos detergentes en una proporcién 1:1 (p/p). Con esta
mezcla se preparé una solucién al 12.7 % (p/v) en
ciclohexano. Sin la adicidén de agua ( a temperatura am-
biente) no fue posible formar microemulsiones. Con 1la
adicidon de 1.66 % (v/v) de agua se formaron microemulsio-

nes en las que se pudo solubilizar hasta un 7 % de agua a
temperatura ambiente.

Nonidet P-40/Tritdn X- 35/ciclohexano

Para la obtencién de estas microemulsiones se
preparéd una solucidén disolviendo 0.40 gramos de Nonidet
P-40 en 3.0 ml de ciclohexano, se agregaron pequeias
alicuotas de agua hasta que el sistema se puso turbio.
Posteriormente se agregaron cantidades pequefias de
Tritén X-35 hasta el punto en donde se empezd a observar
inestabilidad del sistema (formacién de dos fases). Se
registrd el peso total de Tritén X-35 agregado,
encontrandose que la relacidén déptima entre el Nonidet

P-40 y Tritdén fue de 8:3.5 (p/p). Fue posible obtener
microemulsiones en soluciones que contenidn el 12.5 & o

el 16 ¢ (p/v) de estos dos detergentes.

Tween 85/ Isopropanol/hexano

El Tween 85 es poco soluble en agua y muy soluble
en solventes apolares, pero, no es capaz de formar
microemulsiones del tipo W/0 por si solo. Sin embargo,
encontramos que en presencia de isopropanocl forma
microemul s i ones estables y transparentes. 'Las
capacidad para solubilizar agua depende de la relacidn
molar Isopropanocl/ Tween, asi como de la fuerza idénica
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del amortiguador que constituira la fase acuosa. La
composicién de las microemulsiones dependié del analisis
que se queria realizar. En general la fase organica
estuvo constituida por hexano y 1la fase acuosa por
amortiguador de fosfatos (pH 7.0 ) con fuerzas idnicas
que variaron de 0.001 M a 1.0 M, la concentracién del
detergente y del co-tensoactivo varid dependiendo del
estudio por realizar (como se indica en la seccidén de
resultados). Para el andlisis de la actividad enzimdtica
se utilizdé una mezcla constituida por 14 % Tween
(p/v)/12 % isopropanol (v/v) en hexano a diferentes
concentraciones de agua.

3. Caracterizacién de las Microemulsiones
a) Contenido de agua

El contenido de agua se determind por el método de
K. Fischer, el cual consiste bdsicamente en la titulacién
de la muestra en un medio de reaccién que contine piridi-
na y yodo, la estequiometria de la reaccién es:

I2 + 2H20 + 8S02 + 4py » (py H)2S50¢ + 2pyHI

Este método es muy efectivo en las microdeterminaciones
de agua. El1 yodo es generado electrdnicamente in situ en
el anodo imerso en la solucién que serd titulada en 1la
cual se disolvid un ioduro y los componentes comunes del
reactivo de K. Fischer. La cantidad de electricidad re-
querida para generar el yodo es directamente proporcional
a la cantidad de agua en la muestra. Para la determina-
cién de agua en las microemulsiones se inyectaron ali-
cuotas entre 2-~10 microlitros.
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b) Tamano Micelar.

El didmetro micelar se determinéd por el método de
dipersién de la luz, en el cual el tamano de las particu-
las se obtiene a partir de la luz que dispersan y a sus
coeficientes de difusion traslacional. Las soluciones mi-
celares se prepararon como se describe en la seccidn
anterior. Las soluciones se filtraron utilizando filtros
desechables (Gelman Sciences, 0.2 um Teflon Acrodisk ).
para eliminar particulas de polvo. Las mediciones se
realizaron utilizando el indice de refraccidén y la visco-
sidad del solvente, la temperatura fue 25 .C. El sistema
consiste en un fotdmetro (Wyatt Technology, Inc. Santa
Barbara, CA), la fuente de luz es un ldser Helio-Cadmio
operado a 514.5 nm. con una fuente estabilizadora (Lico-
nix model 4120N 1laser, Liconix 50SA, Liconix, 1Inc.
Sunnyvale, CA). Los pulsos luminosos pasan a través de
las muestras y se transmiten al tubo fotomultiplicador
(Hamamatsu R1104) por medio de una fibra dJptica. Los
pulsos eléctricos generados por el fotomultiplicador se
envian al amplificador discriminador (Mo delo PAD-1, Lan-
gley Ford Instruments, Amherst, MA). La seial resultante
es procesada en un correlacionador (Modelo BI-2030 AT
Brookhaven Instruments Co. New York). En esta parte del
instrumento se genera la funcién de correlacién que
corresponde a la ecuacién:

P
G (t) = 1 + e2Dqt (1)

la cual expresa el decaemiento de las fluctuaciones de
la intensidad de la 1luz dispersada en el tiempo. En la
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ecuacion se incluye el vector de dispersién q gue se

expresa COmo:

q = -—-4- - sen "'"g-- ( 2 )

donde M es el indice de refraccidn del solvente, Ao es la
longitud de onda del rayo incidente, y 6 es el &ngulo de
dispersion. El didmetro (d) promedio de las particulas se
puede obtener a partir de la ecuacidén Stokes-Einstein:

ks T ( 3 )

donde D es el coeficiente de difusidén traslacional de las
particulas, ks es la constante de Boltzmann, T es la tem-
peratura absoluta y n es la viscosidad del solvente. El
coeficiente de difusidén traslacional depende del tamario
de las particulas. En el caso mds simple, para un sistema
de particulas monodispersas, el campo de correlacidén es
un decaemiento exponencial simple. En el caso de un
sistema formado por particulas de varios tamanos, el cam-
po de autocorrelacidén se aleja de una exponencial, es-
tas variaciones en la razén de decaimiento se caracteri-
zan a través de la polidispersién. La cual es una medida
de la amplitud de la distribucién del tamafo; pero no
proporciona informacidén sobre la forma de las particulas.

c) Estudios de viscosidad.

La viscosidad se midid con un aparato de Cannon-
Ubbelohede. El1 viscosimetro se coloco en un bano a tem-
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peratura constante. La viscosidad relativa se mididé com-
parando los tiempos de flujo entre la microemulsion y el
solvente. Con estos valores se calculé la viscosidad
especifica In«m), utilizando la expresién:

Nesp = nNrel.-1 (4)

La viscosidad reducida se obtuvo dividiendo la viscosidad
especifica entre 1la concentracién (¢ ) en g/ml. La
dependencia de 1la viscosidad reducida (nsp/c ml/g)en
funcién de los valores de la concentracion del detergen-
te, es lineal con un intercepto en la ordenada que co-
rres ponde a la viscosidad intrinseca. (n)

La medida de la viscosidad también se utiliza para
calcular la fraccién de volumen (&) que ocupan las
particulas, mediante la ecuacidén (53, 54):

nep = 2.56 + 14.56° (5)

Esta indica que la viscosidad especifica de una disper-
slén depende del volumen total ocupan las particulas
disueltas en élla. Particularmente se aplica a dispersio-
nes de esferas no rigidas e interactuantes.

d) Diagramas de fase.
Desde el punto de vista macroscépico las microemul-

siones pueden existir como un sistema de una sola fase o
microemulsiones en equilibrio con una de las fases. De
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acuerdo a Winsor ( 11 ) pueden existir tres clases de
sistemas: Winsor I (WI) que es una microemulsidén en
equilibrio con el solvente, Winsor II (WII) es una mi-
croemulsién en equilibrio con la fase acuosa y Winsor III
(WIII) es un sistema de tres fases, es decir una microe-
mulsidn en equilibrio con el solvente y la fase acuosa
(Fig. 3). La transicién de un estado a otro (WI«- WIII--
WII) se puede conseguir: modificando la temperatura, va-
riando la fuerza idnica, o modificando 1la relacidn
tensoactivo/cotensoactivo.

o

P
|
Ll

S

ST
I

g e
SR -

e

N RANES

4

¢ (>
C

-C-

Figura 3. Se muestra los distintos sistemas que se originan en

la formacién de las microemulsiones: (a) Winsor |, (b) Winsor lil,
(c) Winsor il. Las fases que constituyen cada uno de los sisternas
son: M) microemulsién, A) fase acucsa y O) fase orgénica.

Se investigé el diagrama de fase de la mezcla de
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Tween 85/hexano/isopropancl, utilizando como fase acuosa
el amortiguador de fosfatos 0.01 M pH = 7.5. Se prepara-
ron diferentes mezclas de Tween 85 en hexano (p/v) conte-
niendo 13 % de isopropanocl. En cada una de las mezclas se
adicionaron diferentes cantidades del amortiguador.
Después de cada adicidén las mezclas se agitaron vigoro-
samente y se dejo alcanzar el equilibrio por 24 horas. Se
analizaron las nuestras y se registro el numero de fases.

111 ESTUDIOS DE LAS ENZIMAS GSOLUBILIZADAS EN LAS
MICROEMULSIONES.

A. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS ENZIMAS UTILIZADAS

1. Propiedades de la 20 B-Hidroxiesteroide
deshidrogenasa ”

La 20 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa ( 20 B
HSDH), (17, 20 8 21 Trihidroxiesteroide: NAD oxidorre-
ductasa [ Ec. 1.1.1.53 ] cataliza la reduccidén de corti-
sona a 20 g-dihidrocortisona. Esta enzima tiene una espe-
cificidad amplia y puede interconvertir los grupos 20-hi-
droxi y 20-oxo en varios derivados de 4~pregnen-3-ona,
por ejemplo la reduccidén de progesterona, y derivados del
5 o pregnen, por ejemplo la reduccién de la pregnenolona.
Esta enzima también puede interconvertir los grupos 3 «
hidroxi y 3-oxo de varios androstanos ( Figura 4 ). En
relacion a sus propliedades catalitica, estudios fluoromé-
tricos (45) demostraron que el esteroide y el NADH' forman
complejos binarios con la enzima, por lo cual se propone

un mecanismo al azar.
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La 20 pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa es una

enzima inducible por esteroides y se purificé

Streptomices hydrogenas por Hibener y colaboradores
1959 (42). Blomquist (43) reportd un peso molecular
111,000 +7,000 determinado por filtracién en gel ¥y

20 /3-Dihidroprogesterono

P
fogesterona _QH3 C':Hz
:_C'Q: :ﬂ'C'@l
+ .
NADH+H
———n 5 ﬁAD+
0~ =
4-Pregnen-3,20~diona 4- Pugncn-?.op
Pregnenoiono 20/6 Oihidropregnenciona
CHg

-'C-OH

NACH +H
+ RAO

5- Pregnen-3 ,G-oI-ZO*ono S-Puom-s ,6 20/B-diol

Androstonolong Oinldroandrostanciona

OH OH
NADHEH +
. +
% ;
0 HO :
H H

sm-Androuan-lT/G-ol,:!w S©=t-Andrastan=-3 ©<, l?/S. diol

Figura 4: Se muestran aigunos esteroides que son transformados por
lo 20 B-HSDH.
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peso molecular de 106,000 *+ 10,000 determinado por
ultracentrifugacién. E1 peso molecular minimo determinado
por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia
de SDS fue de 27,000 + 2000 lo cual indica que la enzima

contiene 4 subunidades.
2. Propiedades de la proteasa Subtilisina

El termino subtilisina se emplea ahora para desig-
nar proteasas de serina (proteasas que tienen una serina
reactiva en el sitio catalitico) producidas por varias
especies de Bacillus (49 ). En este trabajo se realiza-
ron estudios utilizando subtilisina Carlsberg.

Subtilisina consiste de una sola cadena polipepti-
dica que no contiene cisteinas o cistinas, por lo cual no
existen puentes disulfuro a diferencia de lo observado en
las proteasas pancreaticas. El sitio catalitico de las
subtilisinas esta constituido por 1la serina 221, 1la
histidina 64 y el aspartico 32. El arreglo de estos tres
residuos corresponde al arreqglo del sitio activo de las
proteasas pancredticas, y el mecanismo de reaccién es
esencialmente similar en ambos grupos de enzimas (50) Con
respecto a la especificidad por los sustratos, las subti-
lisinas son menos estrictas que las proteasas pancrea-
ticas. Por este motivo la subtilisina es capaz de hidro-
lizar una gran variedad de derivados, ya sea polipeptidos
modificados (benzoil o acetil L-aminodcidos ) o ésteres
de 4&cidos grasos, también puede hidrolisar una gran va-
riedad de enlaces peptidicos en proteinas.

La secuencia de reacciones que llevan a cabo estas
proteasas se muestran en la (figura 5). En la figura se
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enfatiza el hecho de que la etapa de acilacién es meca-
nisticamente la inversa de la etapa de desacilacidén. El
grupo R=-CO un polipéptido, un aminodcido, u otro grupo
acilo. y HX por lo general una amina, un alcohol o cual-

quier otro grupo desplazable.

’ 0
R—C—X + E—OH &% R c|: O—E
X M, HX

o

!

R—C—O—E

(l) C|5 H,0
R—C—OH + E—OH &= R (|3 O—E
O ﬁf é

D
[}

CHa - (CH,), - ’

X = .O—O‘NOQ

Figura 5: Mecanismo catalitico de las proteasas de serina

Tomado de Kraut (50)

En la figura la enzima es representada por E-OH, en
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la cual el OH es la cadena lateral de la serina reactiva.
Después que se ha formado el complejo Enzima-sustrato, el
siguiente intermediario que se forma es el complejo te-
trahédrico que se estabiliza por la formacidén de un enla-
ce covalente entre el carbonilo del sustrato y el oxige-
no de la serina asi como por un hidrégeno parcialmente
transferido. Cuando la transferencia del H' se completa,
el intermediario tetrahédrico se divide en la enzima aci-
lada y se libera el grupo desplazable (amina, alcohol, o
aminodcido) . Subsecuentemente se lleva a cabo 1la hidré-
lisis de la acil-enzima, por un mecanismo inverso al de
la acilacién con el agua actuando como el nucleéfilo que
desplaza el grupo acilo, restituyendose el OH de 1la
serina catalitica y liberando el acido correspondiente.

B. PREPARACION DE LAS ENZIMAS.

lLas enzimas analizadas se adquirieron de Sigma Co,
a excepcién de la 17 B-estradiol deshidrogenasa que fue
preparada en el laboratorio de acuerdo al método descrito
en (61).

Antes de realizar el estudio de las enzimas en las
microemulsiones fue necesario substituir el medio en el
cual se encontraban por un amortiguador apropiado, que
permitiera, por un 1lado, su solubilizacién en las
microemulsiones y que diera las condiciones Jptimas de
catalisis.

En el caso de la 20 B-Hidroxiesteroide Deshidroge-
nasa, que se encontraba en sulfato de amonio, la sal se
removié filtrando la suspensidén de enzima a través de una
columna de bio-gel P-30 (50 ul conteniendo 250 ug). La
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enzima se eluyé con hepes 50 mM pH 7.6; se obtuvieron
aproximadamente 0.5 ml con 0.20 mg de proteina.

Para la 17 B-estradiol Deshidrogenasa (17 8 EDH) que
se encontraba en amortiguador de fosfatos 5 mM pH 7.0
conteniendo 1 mM EDTA, 0.2 g/1 NaN3 y 50 % de glicerol,
el amortiguador se substituyd dializando esta fraccién
contra amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.6 durante 24
horas. El1l dializado se concentrd liofilizando y resuspen-
diendo en un medio que contenia: Hepes 35 mM; K2HPO4 20
Mm; KC1l 150 mM y glicerol 10 %.

La subtilisina se disolvidé en fosfatos 0.1 M pH 6.0
que contenia 0.1 mM de CacCla., Los estudios de actividad
se realizaron diluyendo esta fraccién en amortiguador de
fosfatos 0.01 M pH 7.8,

C. ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Las enzimas y las coenzimas se solubilizaron en la
microemulsién inyectando pequenias alicuotas (8-80 ul) de
una dilucidén apropiada. El1 Wo se ajustd con el amortigua-
dor en el cual se habian resuspendido. En general la re-
accién se inicié con la adicidén de los sustratos. La ac-
tividad, se siquio registrando la disminucién o el incre-
mento en absorvancia del NADH o el NAD' a 340 nm en un
espectrofotémetro Amincon DW-2a.

D. ESTUDIOS CINETICOS.
En el caso de la 20 B8-HSDH la determinacién de los

pardmetros cinéticos se realizé de la siguiente manera:
en un mililitro de microemulsién (sin agua adicionada) se
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solubilizaron la enzima y la coenzima en una dilucién
apropiada, cuando fue necesario el Wo se ajustd con el
amortiguador (Hepes 50 mM pH 7.6). Esta mezcla se prein-
cubdé durante 10 minutos a temperatura ambiente. La reac-
cidén se inicid inyectando 12 ul de la cortisona preparada
en etanol. Independientemente de si se estaba determinan-
do la Km por la coenzima o por el esteroide, siempre se
siguid el orden antes indicado. Todas las determinaciones
se hicieron usando en la referencia un blanco sin enzima
Yy al cual se le agregaba simultdneamente la solucidén
esteroidal.

Los parametros cinéticos de la subtilisina para el
p~Nitrofenol butirato, se determinaron de la siguiente
manera: la enzima se solubilizd en la microemulsién a una
concentracioén final de 2.16 ug/ml. La actividad se midio
con 0.8 ml de esta solucidén y la reaccién siempre se ini-
cid adicionando 200 ul de una microemulsién conteniendo
el p-Nitrofenol butirdto a la concentracién necesaria
para obtener la concentracién deseada en la celda de
reaccion. El Wo se ajustéd agregando el amortiguador que
constituyd el medio de reaccidén (fosfatos 0.01 M pH = 8).
La actividad se siguidé registrando el incremento en
absorcidén a 412 nm, debido a la liberacién del p-Nitro-
fenol. Para calcular la actividad especifica se utilizé
el coeficiente de extincién molar del p-Nitrofenol solu-
bilizado en la microemulsién. Los valores obtenidos a Wo
de 4 y 68 fueron 2.28 mM'cm''y 2.84 nM' cm'. Para el
cdlculo de la actividad se utilizé el promedio de estos
dos valores.

E. ESTUDIOS DE RETRANSFERENCIA.
Para re-extraer las enzimas ya solubilizadas en la
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microemulsién a un medio acuoso, se usaron dos procedi-
mientos. Para las enzimas solubilizadas en el sistema
formado por Nonidet P-40/Tritdn X=-35/ciclohexano, se hizo
lo siguiente; se evapord el ciclohexano bajo corriente de
aire, una vez eliminado el solvente se agregd un medio B
que contenia 10 % de glicerol, KCl1 150 mM, (la relacién
fue de 0.5 ml de medio B por cada ml de microemulsién
evaporado); a la mezcla anterior se le agregé octanol
(0.5 ml por cada 0.5 ml de medio B). Después se agitd en
el vortex por 30 seg, formandose asi una suspensién la
cual se dejé reposar por 10 minutos. La separacién de
las fases se consiguid centrifugando la muestra a 1/4 de
la madxima velocidad de una centrifuga clinica. La fase
superior que correspondia al solvente conteniendo los
detergentes se elimind por succién. En la fase acuosa se
determiné la concentracién de proteina y la actividad
enzimatica. En el caso de las enzimas solubilizadas en el
sistema formado por Tween 85/isopropanol/hexano, la re-
transferencia al medio acuoso se consiguié simplemente
agregando al sistema un pequetio volumen (100 - 250 ml/ml
de microemulsidén) de un amortiguador con alta fuerza
idnica (0.25-0.50 M). La mezcla se agita en el vortex por
30 seg y las fases se separan por centrifugacidén. Las
enzimas se recuperan en la fase inferior (la fase acuosa)
donde se hicieron las determinaciones apropiadas.

F. EXTRACCION DE PROTEINAS.

Se investigé la capacidad de las microemulsiones
formadas por Tween 85 para solubilizar agua y proteinas.
Se analizaron los efectos de: concentracidén del detergen-
te, relacion molar detergente/isopropanol y fuerza idnica
de la fase acuosa en la extraccién de proteinas. Como
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proteina modelo se utilizd el citocromo C, ya que es
posible estimar su concentracién directamente en las
microemulsiones a través de sus maximos de absorcidn en
la regién visible del espectro. Todas las soluciones
acuosas consistieron de amortiguador de fosfatos (pH=
7.0) con fuerzas idnicas que variaron de 0.001- 0.50 M.
En general 1 ml de solucidn acuosa de la proteina ( a la
concentracion de 1 mg/ml) se puso en contacto con el
hexano que contenia diferentes concentraciones de deter-
gente y de isopropanol. Las dos fases se mezclaron agi-
tando vigorosamente en el vortex, después el sistema se
dejo reposar por 24 horas para que se produjera la se-
paracion de las fases. Posteriormente en la fase organica
se estimaron la concentracién de agua y proteina. La
concentraciéon de agua se determind por el método, automa-
tizado, de Karl Fisher. Para determinar la concentracién
de proteina, se utilizd la absorcidén especifica aparente
del citocromo ¢ solubilizada en la microemulsién. Esto se
realizé de la siguiente manera: La forma oxidada de la
proteina (citocromo <¢) disuelta en amortiguador de
fosfatos, se solubilizé en Tween 85 (14 &% p/v)/ isopro-
panol (13 % v/v)/hexano. Se prepararon las diluciones
apropiadas para obtener diferentes concentraciones de
proteina y se midié la absorbancia a 530 nm para el
citocromo C . Los datos se apegaron a 1la Ley de
Lambert-Beer respecto a la concentracién de proteina lo
cual permitid calcular la absorcién especifica. De 1la
misma manera se determiné la absorcién especifica de la
hemoglobina.

G. SOLUBILIZACION DE PROTEINAS EN MICROEMULSIONES A ALTA
PRESION.
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Para la obtencién de las microemulsiones a alta
presidén, se disefio el sistema gue se muestra en la Figura
6. Este sistema contiene un reactor que puede colocarse
dentro de un espectrofotémetro Prkin Elmer. De esta mane-

ra fue posible realizar los diferentes andlisis espectro-
fotdmetricos.

JmuniénenT F = fitro
Txvimdadelvies PR = indicador de lg presién

O = véivula de | via TR = indicodor de la femperaturc
R = véivula de musstreo PT = troneductor de presién

S M = jeringa manual RDw disco de ruptura
T F D
%_,Lﬂ . E — “@n_
a
9 pT s _H _
T [ -
HslH 10 PR 8{}1_3 H;TN_H {48
= g B {__ 3
TR |12 B
16
M
2
REACTOR O M
ANATADOR
— MAGNETCO

Figuara 6: Esquemna del sistema utiizado para la preparacién de microemulsiones a alta
presién. El gas propano (1) se transfire a la jeringa manual (2). Después de enfriar ol gas
se transfiere ol reactor en donde se puso previamente of Tween 83y ol isopropanol.
Cuando la microemulsién se ha formado se agrega la solucién acuosa de la proteina o
través de la jeringa (15). Para las mediciones de concentracién de proteina y actividad en-
zimdtica, of rector (12) se desconecta y se coloca en un espectrofotémetro Perkin Elmer.

1. Formacidén de microemulsiones en propano liquido
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Las microemulsiones se formaron con propano liquido
altamente compresible 150 PSI (PSI = libra por pulgada
cuadrada). Bajo esta condiciones el Tween 85 es insoluble
en propano. De acuerdo a los resultados previos el iso-
propanol es el mejor co~-tenscactivo para este detergente.
El Tween 85 se colocd en el reactor antes de ensamblarlo.
Después se adiciond el propano, enfriado a 4 .C, hasta
que la solucidn se puso turbia; entonces pequefias canti-
dades de isopropanol se adicionaron desde otra jeringa
hasta que la solucién fue transparente nuevamente, el
sistema se agitdé para conseguir un equilibrio rdapido.
Esto se repitié hasta que se formé una microemulsidén de
una sola fase.

2. Solubilizacién de Proteinas.

En general la microemulsién se formd con el 13 §
(p/v) de Tween y 15 §% de isopropanol en propano liquido
como se indicé previamente. Una solucidén acuosa de la
proteina a la concentracién de 2.36 mg/m ) se introdujo
al reactor desde otra jeringa. La fase acuosa fue amorti-
guador de fosfatos 0.01 M pH = 7. La mezcla se agitéd
vigorosamente, el sistema se dejé reposar hasta que las
fases se separaron. Unicamente la fase orgdnica fue visi-
ble a través de las ventanas de safiro del reactor. La
concentracién de proteina se determind espectrofotométri-
camente.

3. Actividad enzimatica.
Se analizé 1la hidrolisis del N=-sucinil-l-alanil-

l-alanil -1 «-pronil 4-nitroanilida ( SAAPNAN ) por 1la
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Tween 85 12.25 & (p/v)., isopropanol 16 % (v/v) y 10 § de
agua (0.01 M Tris pH 8.6 ). Una solucién acuosa del sus-
trato (0.96 mM) y el Tween 85 se colocaron en el reactor.
Una vez ensamblado, se adicionaron el propano y el iso-
propanol. La presidén se incrementd gradualmente inyec-
tando mds propano hasta que se formdéd la microemulsidn
(2300-2500 PSI). El1 reactor se puso en el espectrofo-
témetro para registrar la hidrolisis no especifica del
sustrato. La reaccién se inicié inyectando 10 ul de una
solucién de enzima ( 18 mg/ml ). La actividad se midio
registrando el cambio de absorcidén 412 nm, debido a la
liberacién de la 4=-nitroanilida. La actividad especifica
se cdlculo utilizando el coeficiente de extincién aparen-
te de la 4-Nitrcanalida ( 5.50 mM~ ‘,cm") que se determind
en microemulsiones de Tween/isopropanol/hexano.

La actividad de la subtilisina en microemulsiones de
Tween 85 14 § p/v, isopropanol 12 & v/v en hexano, se
determinéd disolviendo alicuotas de (10-20 ul) de una
solucién 1.0 mM del sustrato. El agua necesaria para
obtener el Wo requerido se obtuvd solubilizando Tris 0.01
M pH = 8.6. La reaccidn se inicio inyectando 10 ul de una
solucién de la enzima (1.76 mg/ml). Las determinaciones
en agua fueron como en la microemulsidén, pero en este
caso el medio de reaccién fue Tris 0.01 M pH 8.6. Para la
deterninacién de los pardmetros cataliticos Vmax/Km para
la enzima solubililizada en propano se determinaron
usando la forma integrada de la ecuacién de Michaelis-
Menten utilizando 1la metodologia descrita para estae
sustrato ( 55 )
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IV. RESULTADOS X DISCUSION.

En este trabajo se investigaron varios detergentes
no idnicos en su capacidad para formar microemulsiones.
Los detergentes selecionados fueron: Nonidet P-40, Tri-
tén X-35, Brij 58, Brij 52 y Tween 85 con los cuales fue
posible formar microemulsiones. De los sistemas eligidos,
de particular interés fueron las microemulsiones consti-
tuidas por el Nonidet P-40/Tritén X-35/ciclohexano y las
formadas por Tween 85/isopropanol/hexano. La estabilidad
de las enzimas solubilizadas en estos sistemas fue bas-
tante aceptable y bajo ciertas condiciones fue mejor que
la estabilidad de las enzimas en solucién acuosa. Ademis
las enzimas mostraron actividades comparables a las
observadas en medios acuosos.

A. EFECTO DE LOS DETERGENTES

En primer lugar se estudio el efecto de algunos
detergentes sobre la actividad la 20-8 HSDH. En la tabla
II se muestra el efecto de algunos detergetes sobre la
actividad de esta enzima. También se muestra cual fue el
efecto de estos detergentes sobre la actividad de la 17
B-estradiol deshidrogenasa (17 B~EDH). Las enzimas fueron
nmenos estables con los detergentes idénicos que con los
detergentes no 1idnicos. Por ejemplo el CTAB inactivé
totalmente a la 17-8 EDH en presencia de 0.01 % de deter-
gente (la concnetracidén mas baja utilisada)

Aunque aparentemente, la 20-8HSDH conservé su acti-
vidad en la presencia de CTAB, estudios m&s detallados
mostraron que a una concentracién final de 0.4 % 1la
enzima perdié mds del 50 % de su actividad; Ccon el Noni-
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det P-40 se requiridé de una concentracién final del 10 %
para que la enzima disminuyera su actividad en un 40 %.
Cuando la enzima se preincubd en presencia de CTAB a una
concentracién final de 0.02 § la enzima perdio mds del 80
¥ de su actividad después de dos hora. Los estudios de
estabilidad de las enzimas en presencia de Tween 80 y No-
nidet P-40 ( 10 % p/v ) mostraron que las enzimas perma-
necieron estables por mas de 4 horas de preincubacidn.

TABLAII

DETERGENTE eme % ACTIVIDAD REMANENTE %

20 B-HSDH 17 p-EDH

CTAB 0.033 70.0 0.00
AQT 0.11 ND 8.00
CHAPS 0.39 100 100
LUBROL WX 0.003 100 100
NONIDET P-40 0.018 100 100
TWEEN 80 0.002 100 19

Tabla |i: Efecto de los detergentes sobre las actividades de la 17 (-Estradiol
deshidrogenasa ( 17 B-EDH) y la 20 p-Hidroxiesteroide deshidrogenasa ( 20
p-HEDH). La concentracién final de todos los detergentes fue de 0.01 %.

B. FORMACION DE LAS MICROEMULSIONES

Las microemulsiones se prepararon como se indica en
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la pagina 14. En la tabla III se resume la composicidn
de las microemulsiones. Se muestra el rango de concen-
tracién de agua en el que operan. Con el Nonidet P-40, se
pudieron formar microemulsiones estables, desde cero agua
adicionada hasta el 7 %; con el Tween-85 fue posible
obtener microemulsiones capaces de contener hasta el 26 %
de agua.

TENSOACTIVO CO-TENSOACTIVO % AGUA Wo
[ ] mM [ 1 mM SOLUBIUZADA
BRU 58 BRU 52 1.4-6.70 33-173
539 164.5
NONIDET- P40 OCTANOL 0.27.70 035-120
318 1023
NONIDET- P&O TRITON X-33 0054-10.0 0.135-167
185 143
TWEEN 85 ISOPROPANOL 0847-260 6.13-180.0
78 1560

Tabla Il : Resumen de los tensoactivos y cotensoactivos utilizados
para la formacién de microemuisiones. En el caso del sistema No-
nidet P-40/Tritén X-35, el Tritén X-35 se considerd como el coten-
soactivo. Se muestra el rango en el contenido de agua asi como el
comespondiante rango en ¢l Wo.

Aparentemente, entre mds compleja fué la estruc-
tura del tensoactivo fué mas fdacil 1la formacidn de
micelas invertidas. Por ejemplo, en el caso del Tween-85
esta alta capacidad para solubilizar agua posiblemente se
debe a que este detergente ademas de contener el sorbitol
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y' varias wunidades de polioxietilenos; contiene tres
Acidos oleicos constituyendo la regién hidrofdébica, 1los
cuales favorecen 1la penetraciéon del solvente en la
monocapa y por lo tanto la estabilizacién de las de
micelas invertidas. Por el contrario, con Brij cuya
estructura es mds sencilla que el Tween 85 se necesitaron
condiciones especiales para formar las microemulsiones

1l . EFECTO DEL CO-TENSOACTIVO.

Esta bién establecido que el co-tensocactivo es un
factor esencial para la estabilidad termodindmica de las
microemulsiones. Este actua adsorbiendose en la superfi-
cie de los globulos de agua disminuyende la tensioén in-
terfacial agua-~solvente. Por lo que, una de las propieda-
des mds importantes del co-tensocactivo es su capacidad
para interactuar con la interfese. La cantidad de co-ten-
soactivo necesario para conseguir la estabilidad depende
de sus propledades hidrofilicas~hidrofdébicas. En este
trabajo se encontrd que mezclando un detergente hidrofé-
bico (un valor de BHL bajo) con otro detergente mias hi-
drofilico ( un valor de HLB alto), se pudieron formar
microemulsiones estables. Como se muestra en los sistemas
formados por Brij 58/Brij 52 y Nonidet P-40/ Tritdén X-35.
Se propone que el detergente mds hidrofdbico es el que
funciona como el co-tensoactivo, ya que no es soluble en
la fase acuosa solo se incorporaréd en la interface.

En el sistema formado por el Tween 85 los alcoholes
hidrofébicos como el octanol o el hexanol, asi como de-
tergentes muy hidrofdébicos como el Span 85 fueron inca-
paces de funcionar como co-tensoactivos. Con el isopro-
panol se pudieron formar microemulsiones estables. El
isopropanol es completamente miscible en hexano, Tween 85
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y Agua. Posiblemente actua reduciendo la tensidn inter-
facial hexano/agua y aumenteando la hidrofilicidad del

Tween 85.

En la figura 7a se muestra el efecto de la concen-
tracidén del isopropanol y la fuerza idnica, en el numero
de fases que se formaron. A baja fuerza idnica una con-
centracién muy baja de isopropanol promueve la formacién
de sistemas de 4 fases que se caracterizan por una inter-
fase muy inestables, con el incremento en la concentra-
cién del isopropanol se forman sistemas de 2 fases del
tipo Winsor II, cuando la relacién isopropanol/Tween al-
canza el valor de 20 se obtienen sistemas de una sola fa-
se. A fuerza idénica alta y baja concentracion de isopro-
panol se forman sistemas de 3 fases. Para obtener micro-
emulsiones estables se requirié de una mayor concentra-
cién de isopropanol, aunque solo fue posible obtener
sistemas del tipo Winsor II aun a las concentraciones més
altas de isopropanol. La capacidad para solubilizar agua
en funcién de la relacién isopropanol/Tween y la fuerza
iénica se muestra en la figura 7b. Cuando la fuerza
iénica fue muy baja, el incrementé en la concentracién
del isopropanol favorecié la solubilizacién de agua. A
fuerza 1idnica moderada se observé gque existe una
concentracién del isopropanol (12 - 13% v/v), a la cual
la capacidad de solubilizar agua es dptima.

Como se mostrara mids adelante esta propiedad del sistema
Tween 85/ isopropanol puede ser utilizado para la extrac-
cién y purificacién de proteinas.

La figura 8 describe la habilidad del Tween 85 para
solubilizar agua en funcién de s8u concentracién y 1la
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Flugura 7: Efecto del isopropanol en la Formacién de fases (A)yla
solubilizacién de agua ( B) en funcién de la fuerza idnica. En (A ) ios
simboios representan ios diferentes sistemas que se formaron: 4 fases
(@), 3fase (0O), 21ases (), 1 fase (@ ). En ( B) se muestra ol efecto
de la fuerza idnica en ia solubultzacion de agua por las microemuisio-
nes de Tween 85 (14 % w/v) en hexano. fuerza ibnica: 0.001 M ( § );

0.01 M () 0.08M ()
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fuerza idénica del amortiguador. La cantidad de agua solu-
bilizada aumentdé con el incremento en la concentracién de
detergente, mientras que a una concentracién dada de de-
tergente la cantidad de agua solubilizada disminuyé a me-
dida que aumenté la fuerza idénica. Al convertir el con-
tenido de agua en Wo, se encontré que a baja concentra-
cién de Tween el Wo aumenta, lo cual significa que se
formaron micelas mas grandes (14).

260
°
(o)
(o]
2401
o o
2301
O ® 9
o]
200} (m]
®
€t -t
< 180} © ¢ o
!
s o
W 0 ‘ a L 4 °
140} r Q.o
s o O ) 8
er o
120 P r _ A 'y ' s . P g
ml o 12 7] (1] 8 » n
{Tween 88| (w/v W)
100, 10 12 14 16 18 20 2
[Twee 88] (pV %)

Figura 8: Efecto de la concentracién de Tween y la fuerza iénica
en lo solubliizacién de agua. La concentracién de isopropancl se
mantuvo constante a 13 % ( v/v). Se muestra la solubilizacién del
amoriguador de fosfatos pH 7 a la fuerzas énicas de 0.01 M ( o),
003M (e), 0.1 (0). Elinsarto en la grafica muestra los valores
del Wo ( [agualTTween] ) que se obtuvieron en cada una de las con
diciones probadas. La cantidod de agua absorvida por las micro-
emulisiones se determiné por ol método de Karl Fisher (+ 5%).

37

T




C. CARACTERIZACION DE LAS MICROEMULSIONES

1. TamaRko micelar.

Se ha propuesto (12, 14) que la solubilizacidén de
agua en un sistema de micelas invertidas tiene por
consecuencia un incremento en el didmetro de las micelas.
En el caso del AOT se ha reportado un aumento proporcio-
nal entre el Wo y el didmetro de 1las micelas. Sin
embargo, éste no es el caso de las microemulsiones de
detergentes no 1idnicos, ya que no existe la certidumbre
de que las particulas permanezcan esféricas particular-
mente a valores altos del Wo. ( 56 ).

En los sistemas descritos en este trabajo en general
se encontré que en la ausencia de agua la polidispersién
es alta, esto indica que el tamanio de las micelas es he-
terogéneo. Con la adicién de pequenas cantidades de agua
la polidispersién disminuyd considerablemente. En el
sistema formado por Brij 58/Brij 52, los estudios de
dispersién de luz mostraron que sélo a una concentracidén
dada de agua se formaron micelas de didmetros homogénos.
En el sistema formado por Nonidet P-40 y octanol fue el
que mostré la polidispersién mds alta, aun en la presen-
cia de agua. Como se ha mencionado antes esto indica que
el tamario de las micelas es muy heterogéneo, lo cual
representa una desventaja para utilizarlos en la solu-
bilizacién de enzimas, ya que complicaria el andlisis
cinético.

En el sistema constituido por Nonidet P-40/Tritdén
X-35 se observéd un aumento en el didmetro de las micelas
con el incremento en la concentracién de agua tabla 1IV.
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TABLA IV

Wo Didmetro nm Polidispersién

; 8.52 (0.87) § 0.35 (0.044)

; 7.54 (0.11) g 0.067 (0.024)
§ 8.42 (0.32) ; 0.138 (0.029)
; 9.55 (0.10) § 0.072 (0.039)
; 11.95 (0.079) E 0.089 (0.015)
; 15.90 (0.071) g 0.11 (0.035)
g 19.94 (0.738) ; 0.21 (0.022)

; 26.87 (0.23) § 0.24 (0.015)

Tabla IV: Variacién del diGgmetro micelar en funcién de Wo
en micelas de Nonidet P-40/Tritén X-35. El nimero entre
paréntesis representa lo desviacién estandar

Ademds, los valores de la polidispersidén, a diferentes
concentraciones de agua fueron los mads pequerios que se
observaron; esto indica homogeneidad en tamafio micelar.

Los valores determinados para el sistema formado por
Tween 85/ Isopropanol/hexano se muestran en la tabla (V).
Al igual que en las nmicelas formadas con el AOT, se ob-
servé un incremento en el diametro micelar al aumentar
la concentracién de agua. En la tabla se muestra también
los valores de 6 determinados (ver la siguiente seccién)
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a partir de la viscosidad especifica. A estos valores tan
altos de © 1las interacciones entre las micelas son
bastante apreciables. Estas interacciones afectan el
coeficiente de difusidn de las micelas, lo cual provoca
que se detecten radios mayores (62).

TABLA YV

13 0.24 0.4
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Tabla V. Variacién del tamafio micelar en funcién del
Wo en las microemulsiones de Tween 85 (14%) iso-
propanol (13%) en hexano. Determinados por el mé-
todo de dispercién de luz.

2. Diagrama de fases

Si bién no se hizo una caracterizacidén amplia de los
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diagramas de fase del sistema Tween 85/isopronancl/hexa-
no/agua. Los estudios hechos a temperatura ambiente ilus-
tran los diferentes tipos de sistemas que se pueden ob-

Tween 85

Figura 9: Diagramao de fases del sitema Tween 85/hexano
conteniendo el 13 % de isopropano. La fase acuosa fue fos-
fatos 0.0Y M pH 7.4. Lo temperatura fue de 20 C

tener cuando se mantiene constante la concentracién del
isopropanol y se varian las concentraciones del Tween,
agua y el hexano (figura 9). De particular interés para
los estudios de actividad enzimatica fue la regién donde
se obtuvieron las microemulsiones de una sola fase. En
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tanto que las microemulsiones en eqﬁilibrio con una fase
acuosa (sistemas Winsor II) se utilizaron para los estu-
dios de extraccidén de proteinas.

3 . Determinacién de la viscosidad.

Los estudios de viscosidad son utiles para obtener
informacion de algunas propiedades fisicoquimicas de las
microemulsiones. La figura 10 muestra la dependencia de
la viscosidad reducida (nesp/c) en funcidén de la concen-
tracién de tensoactivo.

La viscosidad intrinseca ( n ) estimada se muestra
en el recuadro. Estos valores son similares a los repor-
tados para proteinas glocbulares ( 64 ). La viscosidad
intrinseca depende del grado de solvatacidén y la estruc-
tura de los agregados que forman el sistema. Sin embargo,
no se ha descrito ningun modelo apropiado para las
nmicelas invertidas.

Con los valores de la viscosidad especifica, se cal-
culéd la fraccién de volumen micelar (8), utilzando la
ecuacién (5). La figqura 11 muestra la variacién de € en
funcién del Wo. A estos valores tan altos de 6, las in-
teracciones entre las micelas son apreciables. Por lo
tanto se alejan de las condicions en que la ecuacién (5)
es vadlida. (63 ) Sin embargo, es posible obtener algo de
informacién sobre el proceso de hidratacidén de las mice-~
las. Por ejemplo, cuando la concentracién de agua es re-
lativamente baja ( Wo < 25 ) se observa que el incremento
en el valor de 6 es pequenio, esto indica que el agua que
se agrega al sistema se esta utilizando para hidratar los
grupos polares. De la extrapolacién de estos datos es
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posible estimar la fraccién de volumen para micelas que
no contuvieran agua. Es imposible remover el agua del
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Figura 10: Efecto de la concentracion de detergente y agua en la viscosidad
especifica de las microemulsiones de Tween 85 (14 % ) isopropanol (13 %)
en hexano. La concentracion de agua se vario para obtener los valores de

Wo indicados. En la tabla se muestran los valores de la viscosidad intrinseca
obtenidos.

sistema para hacer una medida real. El punto de cambio de
la pendiente representa el punto de hidratacién, que para
el sistema conteniendo el 14 & (p/v) de Tween occurre
alrededor de Wo 25. Arriba de este Wo, aparece el agua
libre en el interior de las micelas. Se ha reportado que
cada grupo de oxietilenos se asocia con 2 moléculas de
agua ( 38 ).
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El valor que se obtuvo utilizando el punto de hidratacién
fue de 1.25. La diferencia se puede deber a dos razones:
una seria que algo del detergente es solubilizado en el
interior de la micela y el otro se debe a que existe de-
tergente libre en el solvente. Es decir que no forma
parte del la membrana micelar. La concentracién de este
detergente libre es de 10.5 mM. El cdlculo de Wo se hace
considerando la concentracidén total del detergente (76
mM). Si a este valor se resta la concentracidn de deter-
gente libre (denominada como la concentracidén critica de

la microemulsidén cuc), se obtiene un Wo de 30. Lo cual
eleva la proporcidén a 1.5.

Con los valores de ( @€ ) se pudo determinar el
numero de agregacién a través de la funcidn:

(6)

donde N es el numero de Avogadro, [Tens] es la concen-

tracidn total de tensoactivo y Vm es el volumen micelar.

T L S L R

En estos cdlculos se utilizé el valor corregido de 1la

concentracién de detergente, (concentracién total menos
cuc) .

El cociente entre la concentracién corregida del deter-

gente Yy el numero de agregacién nos da la concentracidn
micelar.

VI,

Los valores obtenidos se presentan en la Tabla
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FRACCION DE VOLUMEN MICELAR (©)

10 |

08 c

o to 4 4 . i - 4 3 1
L T T T T

4+

00 10 20 30 40 80 &0 70

Wo [ AGUA/TENSOACTIVO]
Figura 11. Variacién de la fraccién del volumen micelar en funcién del

Wo. El valor 6 se calculé a partir de los valores de la viscosidad espe-
cifica de acuerdo a la ecuacién 5.
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TABLA VI

TR
CEECOCAE
RRGRRRE
AT

Tabla VI: Nimero de agregacién (n) y concentracién mice-
lar ([ M]), determinados a partir de la viscosidad y estudios
de dispersién de luz.

D. SOLUBILIZACION DR ENZIMAS EN LAS MICRCEMULSIONES.

Los estudios con enzimas se realizaron esencialmente
en las microemulsiones formadas por Nonidet P-40/Trién
X-35 y Tween 85/ isopropanol. Se eligieron estos sistemas
por las siqguientes propiedades: forman soluciones trans-
parentes y estables a temperatura ambiente. Los estudios
de dispersidén de luz indicaron que contienen micelas que
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La 20~8 HSDH se ha estudiada ampliamente en micro-
emulsiones iénicas; pero muy poco se ha dicho en relacidn
de su estabilidad en dichos sistemas. 8Sin embargo, 1la
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Fjgura 12. Efecto del Wo sobre la actividad especifica de la 20 8-HSDH (o) solu-
bm.za_da en microemulsiones de Nonidet P-40/Tritén X-35 (8: 3.5 ) en ciclohexano. La
actividad se midi6 con 1 ml de microemulsion que con Hepes 50 mM pH = 7.6 (como
fase acuosa ), 0.30 pg de proteina y 100 mM de NADH. La reaccion se inicio con 12 pl
de cortisona 25 mM en etanol, La actividad medida en medio acuosa fue de 5.0 pmol mg!

min’ . S¢ muestra también que la solubilizatién de agua no increment Hime.
de las microemulsiones ( & ) On de agua no incremento la densidad 6ptica

estabilidad como un indicador de la integridad estruc-
tural de las enzimas es fundamental para poder relacionar
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los cambios observados de las enzimas solubilizadas a las
condiciones del medio. En la tabla VII se muestra la re-
lacién entre la estabilidad y las caracteristicas del
agua solubilizada. En el amortiguador Hepes asi como en

agua la actividad de la enzima disminuyé rapidamente,
perdiendo mas del 80 % de

TABLA Vil
ACTIVIDAD RESIDUAL %
24 horas 96hmms
Medio Agua I Microemulsién L Agua Microemulsién
Agus | 8 | 40 0 8
Hepes T 21 + 78 Jr 8 68
i, 1 1 |
A 6.5
‘ModioE 86 1 46 i 1

su

Tabla Vil: Se analizé el efecto que la composicién de la fase acuosa so-
bre la estabilidad de la 20 8-HSDH solubilizada en microemulsiones de
Nonidet P-40/Tritén X-35/ciciohexano. El Wo se mantuvo constante en
8.4. Se muestra los valores obtenidos en cada uno de los medios, los

cuales fueron: Agua, Hepes 50 mM pH=7.6, y el medio E constituido

por K2PO4 500 mM; KCI 154 mM; DTT 100 uM, EDTA 100 uM; glice-
rol 20 % pH =7.4. La incubacién se realizé a temperatura amblente. El

100 % fue la actividad ol tiempo cero.

activiidad en 24 horas de incubacién. En la micro-
emulsién la estabilidad fue la mas alta.

bilidad se observéd en la solucién acuosa conteniendo
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glicerol (medio E). La estabilidad de la HSDH en micelas
invertidas formadas con el amortiqguador con Hepes se es-
tudid en funcidn del tiempo de incubacidén (Figura 13).

10t

VIDA MEDIA (DIAS)

ACTIVIDAD REMANENTE (%)

TIEMPO  (DIAS)

Pigura 13: Estabilidad de la 20 §3-HSDH en microsmilsiones
en funcién del Wo. La actividad se midio con 1 ml ds
microemulsién que contenf{a Hepes 50 mM pHa 7.6 (como fase
acuosa), 1.0 ug de enzima y 100 mM de NADH. La reaccidn
se inicid con 12 ul de cortiscona 25 mi en etancl. Las
soluciones se incubaron a temperatura ambiente y a los
tiempos indicados se tamaron alicuctas a medir la
attividad residual. También se investigd la estabilidad
en ¢l Hepes y el medio E (ver tabla IX). Medio K, ( ¥ ),
Wou?7, (B);WouS5, (Q);Wo=d,(v); Woel,{0);
Wo = 2, (@) woael, (0) m: (‘ ). En el
inserto se muestra el efecto del Wo scbre la vida media
de la enzima.

En todas las condiciones analizadas se observéd un de-
caimiento exponencial de la actividad (a excepcidén de las
micelas al mé&s bajo Wo y en el medio conteniendo Hepes. )
Con la linearizacidén de las curvas obtenidas se determind
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la velocidad de decaimiento a partir de la cual se deter-
mindé la vida media. La enzima mostré su maxima estabili-
dad en el medio acuoso conteniendo glicerol. Sin embargo
los datos indicaron que la vida media de la enzima en la
microemulsién aumentdé con el contenido de agua hasta el
Wo = 10, donde la vida media fue de una semana (in- serto
en la figura 13). Es interesante que la 17 g-EDH, una
enzima muy sensible a los detergentes idénicos, mostré ser
activa en la microemulsiones formadas la Nonidet P-40
/Tritén X-35. Ademds esta enzima conservéd la actividad
inicial observada en la microemulsidén después de 8 hr. de
preincubacidn.

La estabilidad de 1la subtilisana solubilizada en
Tween 85/ isopropanol/hexanc se analizé a diferentes
concentraciones de agua y a las temperaturas de 30 .C y
50 .C. A 30 .C y no se observé una gran disminucidn de la
actividad en todas las condiciones probadas. Cuando la
temperatura se incrementé a 50 .C, 1la estabilidad de-
pendié del Wo. La inactivacién fue mayor a medida que se
incrementé la concentraciones de agua, sin embargo, a
baja concentracién de agua la enzima fue mds estable en
la microemulsidén que en el medio acuoso

Estos resultados demuestran que las enzimas
solubilizadas en microemulsiones formadas por detergentes
no idénicos mantienen su capacidad catalitica. Se encontré
que en algunos casos la actividad observada en la microe-
mulsidén fue bastante reducida. Para establecer si la dis-
minucién en actividad era debido a las condiciones pro-
porcionadas por el sistema como serian: baja concentra-
cién de agua, compartamentalizacién de los reactantes y
la enzima; o el detergente y/0o el solvente la estaban
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desnaturalizando, las enzimas se lre-extrajeron de 1la
microemulsién a un medio acuosco nuevamente. La tabla
VIII se muestra que la actividad especifica de las enzi-
mas retransferidas fue de alrededor de 3 veces mayor que
la observada en la fraccién original, aun considerando
que solo se recuperd el 40 % de la proteina solubilizada

TABLA VIl

Actividad Especifica, umol / min /mg
T T Actividad

Recuperada
Enzyma |Original Mlcr;:i:ulss I46n Retransferida %

- t
17 8-EDH | 0.683 0.046 1.8 120 (46)

LZO 8-HSDH| 4.74 T 3.54 13.9 123 (42)

L

Tabla Viil: Porciento de la actividad recuperada después de reextroer las
enzimas de la microemulsién a la fase acuosa. Se muestra el valor antes
de la solublilzacién (original). El nimero entre paréntesis es la cantidad de
proteina recuperada.

la actividad total recuperada fue del 120 %. Lo relevante
es que las enzimas no se desnaturalizan aun después de
haber estado en las condiciones de la microemulsién. En
todos los casos se observé un aumento en la actividad
especifica, posiblemente debido a que las proteinas des-
naturalizadas permanecen en la microemulsién.
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3. Estudios Cinéticos.

En todos los cdlculos se utilizé la concentracién de
sustratos relativa a el volumen total de la microemul-
sién. En general a baja concentracién de agua, el prin-
cipal efecto que se observd fue un incremento en la valor
de la Km y una disminucién en el valor de la Keat. Lo
cual se reflejé en una menor eficliencia catalitica para
las enzimas solubilizadas en la microemulsién. Se mues-
tran los parametros cinéticos de la 20 B-HSDH y la subti~
lisina determinados en la microemulsién y en agua.

a). Estudios cinéticos con la 20 B-HSDH.

Los resultados de los estudios cinéticos realizados
con la 20 B-HEDH solubilizada en microemulsiones de
Nonidet P-40/Tritén X-35 se muestran en la tabla IX Los
valores de la Km fueron diferentes para cada uno de los
sustratos., La Km para la cortisona fue menor a Wo 1.68
que a Wo de 8.4. Esto se puede explicar como un efecto de
la concentracién de agua en la distribucién de la corti-
sona en los micfoambientes de la microemulsion ( el nu-
cleo acuoso, el solvente y la membrana). La cortisona es
insoluble en el ciclohexano, por lo que, probablemente se
estd distribuyendo en 1la interfase micelar y el agua
solubilizada en el interior de la micela. A baja concen-

tracidén de agua, el interior de la micela es menos polar

( 22, 23), por lo que ofrece un medio apropiado para la
solubilizacién de la cortisona. Cuando se incrementa la
concentracién de agua la particién de la cortisona al
interior de la micela es menor, lo cual se refleja como
una disminucién de la afinidad por la cortisona a mayor
concentracién de agua en la microemulsién. En el caso de
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la progesterona (un esteroide mas hidrofdbico) el
incremento en la Km fue 200 veces, para esta misma enzi-
ma estudiada en microemulsiones de Tritén/ hexanol/octano

TABLA IX

Cortisona

Km kcat/Km
HM U min -1 .

Tabla IX: Constantes cataliticas de la 20 p-HEDH solubilizada en
microemuisiones de Nonidet P-40/Tritén X-35 en ciclohexano. Se
muestran los valores en medido acuoso para comparacién, las de-
terminaciones en lo microamulsién se hicieron como se indica en
la seccién de métodos.

( 41 ). Esto corrobora que en el caso de sustratos hidro-
fébicos la particidén tendrd un efecto negativo en la efi-
ciencia de la enzima, lo que como consecuencia da el in-
cremen to en la Knm,

Con el NADH, se observé lo opuesto que con 1la
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cortisona., La Km es mayor en la microemulsidn a Wo de
1.68 que en la microemulsién a Wo de 8.4. En este caso la
particidn del sustrato no seria la causa. E1 NADH un com-
puesto hidriofilico, se distribuird principalmente en la
fase acuosa. Por lo tanto, se esperaria que la Km no se
afectara por la particién del NADH. Aunque, es interesan-
te, sin embargo, que la afinidad llego a ser mds alta en
la microemulsidn que en agua. Aunque el valor de la Kcat
es mayor en agua, la eficiencia con la cual se oxida el
NADH fué mejor en la microemulsié.

b) . Estudios con la Subtilisina.

La hidrdlisis del p-Nitrofenol butirdato por 1la
subtilisina, se estudio en microemulsiones formadas por
Tween 85/isopropanol/hexano. El p-nitrofenol butirito es
soluble practicamente en 1los tres microambientes que
constituyen la microemulsidén. Por lo cual, se espera que
la particidn del sustrato sea (37) el princ'ipal factor
que afecta la Km y la Kcat observadas en la microemul-
sidén. Por otro lado, se ha reportado ( 39-41 ) que la Knm
se modifica por otras caracteristicas de la microemulsidn
como son la fraccién de volumen de la fase acuosa, 1la

concentracién de micelas y la velocidad de intercambio en
el medio micelar.

Las constantes cinéticas de la hidrdlisis del para
nitrofenol butirdto por la subtilisina se muestran en la
tabla X . El valor de la Kecat es esencialmente el mismo
en las microemulsiones a las diferentes concentraciones
de agua que se analizaron. Sin embargo el valor de la Kn
aumento considerablemente en la microemulsién. Con el
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incremento en el Wo, la Km se aproxima al valor observado
en agua. En nuestro sistema la concentracidén micelar es

TABLA X
Wo kcat/km Km kcat
M- min’! M | min’!
4 540x 10’ 29x10° | 15570
34 1.00 x 10* 9.3x10 ° 92.70
68 | 2.00x 10 75 x 10° | 15490
Agua | 2.58x 10 41 x 10" 106.00

Tabla X: Efecto del Wo sobre la eficlencia catalftica de la subti-
lisina hidrolizando el para-nitrofenci butirgto. Los ensayos se reali-
zaron espectrofotométricamente midiendo la liberacién del para-
nitrofenol ¢ 412 nm, la fase acuosa la constituyé ef amortiguador
de fosfatos 0.01 M pH 7.8. Este medio se utilizé para medir la ac-
tividod en agua. La reaccién se inicié con la adicién del sustrato.

lo suficientemente alta, para ser considerada un factor
limitante (tabla VI) y la velocidad de intercambio en el
medio micelar es mayor que la Kct, por lo tanto la Km es
modificada por la particidén del sustrato y el valor de la
fraccién de volumen de la fase acuosa. El1 incremento en
la Km disminuye la eficiencia catalitica de la enzima ex-
presada como la relacién Kcat/Km y a medida que la con
centracién de agua aumenta el valor de la Km disminuye y
la eficiencia de la enzima aumenta. Cuando se multipica
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el valor de la Km por la fraccidén de volumen de la fase
acuosa (6 ) correspondiente. se obtiene que la eficiencia
catalitica de la enzima en la microemulsién es esencial-
mente la misma a todas las concentraciones de agua y es
del mismo orden de magnitud del valor observado en agua.

La figura 14 muestra que la enzima solubilizada en
la microemulsién puede alcanzar el valor de la velocidad
maxima observado en agua, con un incremento substancial
en la concentracién del sustrato. En agua se observd que
cuando la concentracidn del sustrato fue superior de 4.0
mM, empieza aparecer la inhibicidén por el producto. En la

8

mol/min/mg
g8 38

> 1.0

I“ A N | S L 4 k] L | S ¥ L] ¥ e L L} L :
’ 0.00 0.40 0.00 1.20 1.60 200 240 2.8 320 10
£S3 o

Figura 14. Curvas de actividad de la subtilisina solubilzada en
microemuisiones de Tween 85/sopropanol/hexano. Se mues-
tra también la cinética en agua. Las determinaciones de activi-
dad se hicieron como se indica en la seccién de métodos. Los
datos se anallxaron con el programa ENZFITTER por Robin
Leatherbarrow, Elsevier Cambridg.

57

e i e

— . — . — . — Al .. s Wt A e i ey S T B NN | O (S MO, T e, 1 1t e, i Ak i e L i i St e e



microemulsion se utilizaron concentraciones hasta 30 mM,
Yy no se observd inhibicién. Posiblemente, en la micro-
emulsién el para-nitrofenol se particiona a 1la fase
organica, por lo cual se evita la inhibicién por el pro-
ducto. Es interesante que en la microemulsién la capaci-
dad catalitica fue mdxima a la mas baja concentracidén de
agua. Sin embargo a concentraciones relativamente bajas
del sustrato se observa que la actividad incrementa a
mediada que se incrementa la concentracién de agua en la

microemulsion., Esto se puede deber a que, al incremen-
tar el agua la flexibilidad de la enzima es mayor y la
capacidad catalitica es similar a la de la enzima en me-
dio acuoso. Al mismo tiempo la concentracidén micelar dis-
minuye al aumentar el Wo. Una concentracién micelar alta
favorece el intercambio micelar, lo cual es importante
para la eliminacidén del producto y la rege neracién de la
enzima libre. Ademds a el Wo de 4 el didmetro de la mice-
la es de 8.4 nm, suficiente para albergar la subtilisina
con un didmetro de 42 A, y a las unidades de polioxieti-
lenos de Tween 85. Por lo que, a esta concentracién de
agua la reaccién se estd llevando a cabo esencialmente en
la interfase micelar. Esto permite un mejor intercambio
entre el contenido intramicelar y la fase orgadnica. De
esta manera se eliminaria el producto y la reaccién se
prolonga por largo tiempo antes de 1llegar a 1la
saturacion.

E. EXTRACCION DE PROTEINAS
En las secciones anteriores hemos visto que 1la
capacidad de solubilizar agua ( representada por el Wo )

para el sistema formado por Tween/isopropanol/hexano/agua
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esta en relacién directa a la concentracidén de detergente
de la relacidn isopropanol/Tween y de la fuerza idnica de

w} o O Q
1] aq 0
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Figura 13: Efecto de la fuerza onicay la concentracién de Tween 83
on lo solubliizacién de proteina y agua. En (A) se  muestra el % de d-
tocromo ¢ recuperado (+ 10 %) en lo microemulsién en funcién de la
fuerza ibnica : 0.01 M (O), 0.05 M (@), 0.1 (7). La concentrocién de
citocromo ¢ sedeterminé usando ol coeficiente de absorcién especifica
del citocromo ¢ determinado experimentalments. En (B) se muestra el

aguo total que se solubliizé junto con la proteing. La concentracién de
agua e determiné por ol método de Kod Fisher.
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la fase acuosa. Se investigé también el efecto de estas
variables en la solubilizacidn de proteina.

La figura 15a muestra el efecto de la concentra-
cién de detergente y la fuerza idénica en la solubiliza-
cién de proteina. A fuerza idnica baja la cantidad de
proteina que se extrajo incrementa a medida que se incre-
mentd la concentracién de detergente. Cuando la fuer:za
iénica fue relativamente alta, la cantidad de proteina
que se solubilizé fue practicamente independiente de 1la
concentracién de detergente. De hecho a fuerzas idnicas
de 0.25 M la cantidad de proteina que se extrajo fue muy
pequefia. Este efecto puede ser utilizado para la re-ex-
traccién de proteinas de la microemulsidén a la fase acuo-
sa nuevamente. En cada uno de los puntos que se muestran
en la figura 15a se determind también la concentracién de
agua (figura 15b). Se observéd un patrén similar al ob-
servado en la extraccién de proteina, lo cual muestra que
la solubilizacidén de 1la proteina en 1la microemulsidn
ocurre a través de la solubilizacién del agua. Después
del 14 §% de Tween 85 se observéd que la cantidad de pro-
teina que se extrajo disminuydé, debido principalmente a
una pequeria precipitacién ocurrida en 1la interfase
agua/solvente. Esto resulta también en una disminucién en
la cantidad de agua solubilizada, ya que la proteina pre-
cipitada tiene asociada pequenias cantidades de agua.

El efecto de la concentracidén del co-tensoactivo se
muestra en la figura 16. Escogiendo la concentracién
dptima de detergente (14 %), se estudio el efecto de
variar la relacidn isopropanol/Tween 85. en la extraccién
de proteina. El efecto del isopropanol en la solubiliza-
cidén de proteina dependidé de la fuerza idnica.
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PROTEINA RECUPERADA (ug)

I 2 S io 20 23 10 40

[ isopropenal / [Twesn )

Figura 16: Efecto de la concentracién de isopropanol en la so-
lubilizacién de citocromo ¢ por micelas invertidas de Tween 85
en hexano. La concentracién del detergente se mantuvo cons-
tante a un 14 %. Se observé también el efecto de la fuerza ié-

nica: 0.001 ( §), 008 ( &), 0.05 ( ).

Cuando la fuerza idénica fue baja la mdxima solubi-
lizacién se alcanzé a una relacién molecular de 20:1. El
incremento posterior en la concentracién de isopropanol
disminuyé un poco la cantidad de proteina extraida. Al
incrementar la fuerza idnica, la maxima solubilizacidén de
proteina se observd a la relacidén de 23:1. Después de es-
te punto si se incrementa la concentracién del isopropa-
nol entonces la cantidad de proteina que se extrae dismi-
nuye considerablemente. Esto se debe a que ocurre una
separacién de fases para dar origen a un sistema del tipo
Winsor II. Nuevamente se encuentra que variando la pro-
porcién de los componentes que constituyen la microemul-
sién es posible controlar la cantidad de proteina y agqua
que se solubilizan. De hecho se encontré que es posible
solubilizar otro tipo de proteinas y que la concentracidén
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maxima de extraccidén fue diferente al observado con el
citocromo ¢. Por ejemplo, en el caso de la hemoglobina se
encontré que la extraccién maxima ocurre entre el 12-13 %
de Tween 85. Hemos demostrado que el detergente Tween 85
es capaz de formar micelas invertidas en hexano, 1las
cuales pueden solublizar grandes cantidades de agua Yy
proteina. Las enzimas solubilizadas conservan su integri-
dad y capacidad catalitica. Estas propiedades del sistema
formado por el Tween 85/isopropanol/hexano/agua se puede
utilizar como un método para la separacidén y purificacidn
de proteinas.

G. SOLUBILIZACION DE PROTEINAS EN MICROEMULSIONES A ALTA
PRESION

1. Formacidén de las microemulsiones en propano liquido.

Antes de discutir nuestros resultados es importante
mencionar que nos interesaba formar una microemulsién a
una presién a la cual el propano es altamente compresi-
ble. Bajo esas condiciones la solubilidad del Tween es
nmuy baja; pero, con la adicién del isopropanol su solu-
bilidad incrementd. En este punto es importante discutir
el papel del isopropanol en la formacién de la microemul-
sién en el propano. Es decir funciona como co-tensocactivo
0 como co-solvente. De los resultados mostrados en la ta-
bla XI se puede ver que a medida que la concentracidén de
Tween incrementa, la cantidad de isopropanol necesaria
para obtener la microemulsién fue mayor, sin embargo, la
relacién molar isopropanol/Tween disminuye. Lo cual
significa que el numero de moleculas de isopropanol nece-
sarias para solubilizar una molécula de Tween disminuye a
medida que se incrementa al concentracién de Tween. Quiza
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esto significa que el Tween también tiene alguin efecto en
la estabilidad de 1la microemulsién. Por 1l1lo tanto 1la
principal funcidn del isopropanol es la de incrementar la

TABLA X1
Tween 85} [ Isoropanol | [Isopropanol] Volumen de
(mM) (mM) | Tween 85} Agua (ml) Wo
54 1890 35 3.5 90
66 1970 31 4.12 86
78 1890 28 4.50 83
97 2180 23 6.00 86

Tabla XI: Se indica la cantidad de isopropanol que se requirié para solubilizar el Tween 85
en el propano liquido. Una vez que se formé ia microemulsién a baja presién ( S00 PS1). Se
determiné la cantidad de agua que se pudo selubilizar en cada condicién, adicionando pe-

quedias alicuotas del amortiguador de fosfatos 0..01 M pH 7. Cuando el sistema se puso tur-
bio se incrementé la presion hasta clarificarlo nuevamente. Se muestra la maixima cantidad

de agua que se solubilizé en cada condicidn.

densidad del propano, es decir actua como un co-solvente.
El isopropanol fue un requisito para la solubilizacién de
Tween en propano, aun en ausencia de agua. Cuando el agua
se adicioné a 1la microemulsién el requerimento de
isopropanol fue ligeramente mayor. Sin embargo, la
capacidad de solubilizar agua fue mayor a medida que se

aumentd la presiodn.
2. Solubilizacidén de Proteinas.
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La tabla XI muestra las condiciones para obtener

microemulsiones de una sola fase ( Winsor I ). Como una

4.000
3.000
2,000 -

1.000 ¢

837,3 600

474.8

0.000 =+
348.2 411.9
NAVELENGTH  (nm)

Figura 17: Se muestra la reduccién in situ del citocromo ¢ solubilizad¢

en microemulsiones de Tween 85/isopropanol en propano a un
presion de 5000 PSL El citocromo ¢ se solubilizé en la microemulsi/
como se indica en la seccién de métodos, la reduccién se efect

adicionando 10 ul de 0.1 M de ascorbato.

evidencia de que la microemulsién se ha formado, en 1la

figura 17 se muestra el espectro de absorcién de las
formas oxidada y reducida del citocromo ¢ solubilizado en
una microemulsidén de Tween 85 en propano liquido.

Se investigé también el efecto de la presién y la
temperatura en la solubilizacién de proteina. Los datos
mostrados en la tabla XII indican que la solubilizacién
de la proteina es regulada por la densidad del solvente,
la cual depende a su vez de la presién y la temperatura.
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TABLA XU

PRESION TEMPERATURA (9C)
(PSH) 26 30 45
HM) 2 ph, o, ppt, sr, 2 ph, o, ppt, sr 2 ph, o,pptsr
{494 Kg/m*) (487.8 Kp/m') (460.89 Kg/m')
1) 2 ph, a, ppt, it 2 ph, o, ppt, it 2 ph, o, ppt, sr
(807.1 Kg/m?) (8015 Kg/m?) (479.4 Kg/m?)

2000  2ph,o,ppt,it 2 ph, o, ppt, it 2 ph, t, r, ppt, it
(521.2 Kg/m?) (516.4 Kg/m') (479.9 Kg/ma?)

2800 1pb,it,oc, ¢ 2 ph, o, ppt, it 2 ph, t, 1, ppt, it
(530. S Kg/m?) (526,21 Kg/m?) (509.4 Kg/m?)

2% i ph,oc, r 1ph,oe, r Iph, 4 1, ppt, It
(5350 Kg/m*) | (531.0 Kg/m') (515.1 Kg/m")

Tabia X1l: Efecto de la temperatura y la presion en la formacién
de Ia microemulsién en el sistema constituido por propano/ Tween
8S/isopropanol. Se indica ia babilidad para solubilizar al citocromo
C. Se colocaron 4 ml de una solucién con 0.25 mg/ml em el reactor,
ademds se adicionaron el Tween 85, y el isopropanol. La presién se
incrementé graduslmente hasta observar la formacién de la
microemulsién. ph = nimero de fases; o = opaco; ppt = proteina
precipitada; it = incremento en transparencia relativa a la presién
anterior; r = color rojo en la fase orgdnica; sr = apariencia roja; t =
transpareate oc = una solucién éptimamente transparente,

a). Extraccion de proteina

Con el objeto de investigar la capacidad del sistema
Tween 85/isopropanol/propano en la extraccién de protei-
nas, se prepard un sistema del tipo Winsor II, es decir
la microemulsién formada en propano coexiste con un exce-
so de fase acuosa. De esta manera se estudio el efecto de
la presién en la extraccién de proteinas del exceso de
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agua a la microemulsidn. Como proteinas mdédelo se utili-
zaron la hemoglobina y el citocromo c. Aparentemente a
baja presién (500 PSI) practicamente todo el citocromo ¢
se solubilizé en la microemulsién. Sin embargo bajo estas
condiciones se formo un sistema de tres fases, (sistema
Winsor III. ): la fase inferior constituida por exceso de
agua, la microemulsién formando la fase media y la fase
superior que era el propanc gaseoso. La alta capacidad de
la microemulsién para solubilizar grandes cantidades de
proteina probablemente se debid a la formacién de una

TABLA Xill
Condicién Actividad Especifica V.JK X 10
Experimental (nmoVmin/mpg) (sec' M)
Agua 29.44 42.1

Hexano, 3.53 3.56*
microemulsién
Propano, 3,000 psi 4.47 743
Propano, 4,500 psi 447 6.38*
Reciciada de 3,000 psi 28.00 19.2
Reciclada de 4,500 psi 22.06 1.7

Tabla XIII: Actividad de la subtilisina en microemulsiones de una sola
fase conteniendo Tween 85/isopropanol. Las determinaciones en pro-
pano y en hexano se hicieron como se indica en Ia seccién de métodos.

* Valores aparentes.
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estructura bicontinua, 1las cuales tienen mayor capa-
cidad para solubilizar agua que un sistema de micelas
invertidas. ~-Cuando la presion alcanzé 2500 PSI se formd
un sistema de dos fases, lo cual indica la formacién de
la micelas invertidas en la microemulsién. En este punto
se logro solubilizar practicamente toda 1la proteina
(0.206 mg/ml). Con la hemoglobina se realizaron experi-
mentos similares, aunque solo se requirié de 2000 PIS

para formar la microemulsidén. Bajo condiciones dptimas se
logré extraer 0.32 mg/ml.

b). Actividad enzimatica en microemulsiones a alta
presidn.

La tabla XIII se muestran las constantes cinéticas
aparentes determinadas en la hidrolisis del succinil-
l-alanil 1l-alanil- 1l-prolinil 1 fenil para-nitroanilida
por la subtilisina. Se muestran los valores determinados
en las diferentes fracciones analizadas.
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ABSTRACT: We report here the formation of a microemulsion with
non-ionic detergents and cyclohexane. The activity and stability
of 20 A-hydroxysteroid dehydrogenase 3solubilized in all water
systems and in microemulsions of Nonidet P-40: Triton X-35/water/
cyclohexane was investigated. In the microemulsion the activity
depended on the molecular ratioc of water to surfactant (Wo);
maximal activity was obtained at Wo of 8.4. The stability in the
microemulsion was higher at Wo = 11.75 1i.e. the enzyme, retained
about 50 X of activity after eight days

An important number of reports have been published on the
catalytic activity of enzymes in reverse micelles (1-5). However
there 1is another class of aggregates, commonly referred as
microemulsions; these are made with four components (6-8): a
surfactant (ionic or non-ionic), a co-surfactant (usually
alkanols), water and and organic 1liquid (oil). Although the
catalytic activity of a number of enzymes have been 1nvestigated
in reverse micelles and microemulsions, enzyme stability in

microemulsion has not been extensively studied (but see ref.9-18)

In different types of systems rates of inactivation vary
with the surfactant employed. For example, chymotrypsin lost 756 X
of its activity in 2.5 h in the SDS/pentanocl/toluene/water
microemulsion, while with CTAB the stability was higher (12); with
alcohol dehydrogenase (13), rapid loss of enzymatic activity was
observed in 24 h in an AOT/iscoctane system. It is relevant to the

Abbreviations: CTAB, cetyltrimetyl ammonium bromide; AOT, sodium
dioctylsulfosuccinate; SDS, sodium dodecyl sulfate; DTT,
dithiothreitol.
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present work that alcochol dehydrogenase showed a higher stability
in microemulsions formed with triton X-100, than when formed with
ionic detergents (10)., It 1is known that proteins differ in
stability with different detergents. It is believed that this is
related to the charge of the polar head and length of the alkyl
tail which apparently are important for their cooperative binding
to proteins and subsequent denaturation (18), Therefore the use of
non-ionic detergents as surfactant to form microemulsion may
result in better enzyme stability, since they are less aggressive
than charged detergents

We report here the formation of microemulsion formed with
the non-ionic surfactants Nonidet P-40 (Qctyl phenol ethylene
oxide) and Triton X-35 1in c¢yclohexane., In this agystem 20 93
Hydroxysteroid dehydrogenase (HSDH) was solubilized. The effect of
water content, defined as molecular ratio of water to surfactant
(Wo), on the catalytic efficiency and in the stability was also
investigated. Enzyme activity progressively increased with the
value of Wo up at a Wo = 8.4. The kinetic parameters at Wo = 8.4
were different to those observed in all water systems, Studies of
stability in microemulsions with different water content showed
that the half-~life of the enzyme increased with amounts of water
in the system

MATERIALS AND METHODS.

Reagentsa 20 fA-hydroxysterold dehydrogenase (HSDH, EC 1.1..1.53)
from Streptomices hydrogenans (in 3.2 M ammonium sulfate), Nonidet
P-40, Triton X-35, cortisone, NADH, and Hepes were obtained from
Sigma and cyclohexane from Merck. They were used without further
purification.
s

A solution of Nonidet P-40/triton X-35 (8:3.5
w/w) in cyclohexane was used to form microemulsions. The enzyme
and NADH were solubilized in this system by injecting small
aliquots (2~10 nl) of the water mixture into the Nonidet P-40
triton X-35/cyclohexane solution, followed by vigorous stirring.
The water required to achieve a given Wo value was obtained by the
injection of a given buffer. Wo is defined as the molar ratio of
water to surfactant ( Nonidet P-40 + Triton X-35)

Measurements: Ammonium sulfate was removed from

Activity
HSDH by filtration of the enzyme suspension (50 w1l containing 250
g ) through a Bio~gel P-30 column. The enzyme was eluted with 50
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mM Hepes buffer pH =7.6; about 0.5 ml with 0.20 mg of enzyme were
obtained. To assay HSDH activity in microemulsion, the enzyme and
NADH in 50 mM Hepes buffer were injected together. The
reaction was started with 12 pl of 25 mM of cortisone in ethanol,
resulting in an overall steroid and NADH concentration of 300 wuM
and 100 uM respectively. The activity was followed by recording
the decrease in absorbance of NADH at 340 nm in Amincon DW-2a
spectrofotometer in conditions described under results.
Measurements in all water systems were as in the microemulsions
except that the reaction media was 50 mM Hepes buffer pH = 7.6.

RESULTS

Microemulsions and effect of Wo on activity Figure 1 shows the
uptake of water by a system that contained Nonidet and Triton
X-35. The resultant systems were optically clear, suggesting that
homogeneous and stable reversed micelles were formed in the
continuous oil phase. Most likely oxyethylene groups of the
surfactant molecules face the interior of spherical aggregate,
forming a polar core with the aliphatic chains directed towards
the organic solvent (7). The variation of specific activity of
HSDH as function of Wo is also shown. Maximum activity was
attained at Wo = 8.4; above this Wo the activity increased, but
slightly. This behavior differs from that of other enzymes in
reverse micelles formed with other surfactants (11-17), in the
sense that usually the rate of activity is bell-shaped with
respect to Wo. The Wo values needed for maximal activity were
similar to those reported for polyphenoloxidase entrapped 1in
Brij-96/cyclohexane system (11). In the cationic microemulsion,
Hilhorast et al (8) found a high HSDH activity at Wo of 10, at
higher Wo values the activity decreased slightly.

At Wo of 8.4 the apparent Km for cortisone was higher in the
microemulsion (62 xM) than in aqueous solution (14 uM), while the
apparent Km for NADH was lower in the microemulsion (2 uM) than in
water (8 uM). The Vmax observed in the microemulsion was ( 3.0
umoles maf‘min") and in all aqueous system was (5.0 umoles
mg 'min~'). The reason for these differences is not clear at the
moment ( but see ref. 19 for theoretical considerations )

Stability of the Enzyme The application of micellar enzymology
in biotechnology depends largely on the stability of enzymes in
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Uptake of water by a 12.5% (w/v) solution of Nonidet
P-40/triton X-35 (welght ratio 6:3.5) in cyclohexane. The
turbidity change as function of added water is shown ( A ). the
activity recovered in the microemulsion as function of Wo is alaso
shown (@ ). 50 mM Hepes buffer pH = 7 was used as aqueous
solution. The activity was measured with one ml. of the
microemulsion that contained 0.30 ug of protein and 100 uM of
NADH. The reaction was_started with 12 ul of 25 mM of cortisone
in ethanol. 5.0 umol mg min , was the activity measured in all

yater system

Fig. 1.

such system. The relation between enzyme stability of HSDH and the
environment of the enzyme as provided by water entrapped in the
micellar core is shown in Table I. In Hepes buffer, as well as in
water the activity of HSDH fell rapidly, loosing more than 80 X of
its activity after 24 h of incubation. In the microemulsion the
stability was higher (Table I). The highest stability was observed
in media that contained glycerol in water (medium E). The
stablility of HSDH 1in reverse micelles with Hepes buffer was
studied as function of incubation time at different Wo. The

stability of the enzyme was also measured in aqueocus buffer, with
and without glycerol (fig. 2). A single exponential decay of the
reverse

enzyme activity was observed in all conditions (except in
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TABLE 1

EFFECT OF BUFFER ON THE STABILITY of HSDH

W - — . g S Y — e W S U sl D AU D R SN ey S SR SN S SN AN Sl Yk RS G A N e S SN WS G ML S D WS e Y S W W TR Sy S G R e Sy

24 Houms 96 nounms
AQUEOUS  MICROEMULSION 'AQUEOUS  MICROEMULSION
SOLUTION SOLUTION
BUFFER
WATER 8 40 o) 8
HePES 21 78 8 68
Mepo E 86 46 71 6.5

Table I. The influence of buffer on the stability of HSDH.This
was investigated by varying the composition of the aqueous phase
in the Nonidet P-40/triton X-35 system. Wo was kept constant at
8.4. Enzyme stability was also measured in aqueous solutions.
Three types of buffer were tested: water, 50 mM Hepes pH = 7.6 and
medium E containing 500 mM KaHPOe; 154 mM KCl; 100 M, DTT; 100
uM, EDTA; 20 X glycerol pH = 7.4. The incubation was at room
temperature. 100 Xwas the activity measured at zero time.

micelles at lowest Wo and which were made with Hepes buffer). The
data were linear when the natural logarithm of +the percent of
remaining activity was plotted against time. The half-life of the
enzyme was determined from the rates of inactivation. The enzyme
showed the highest stability in aqueous buffer that contained
glycerol. However the data indicate that the half-life of the
enzyme in microemulsions increased with the water content up to a
Wo = 10, where the half-life was one week (Inset of Fig.2). As
mentioned above, the nature of ionic surfactants could account for
the loss enzyme activity. Indeed in 10 mM CTAB (0.4 X final
concentration), the enzyme exhibited 50 X about of 1its activity
while with 10X Nonidet P-40 the activity diminished by 40 X
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Fig. 2. Operational stability of HSDH in microemulsions at
different Wo and in buffer solutions, 50 mM Hepes pH= 7.6 and in
buffer E (see table I). Enzyme solutions were incubated at room
temperature and aliquots were taken at specified times to measure
residual activity at room temperature. In microemulsions, the
aqueous solution was 50 mM hepes buffer pH = 7.8. The activity was
measured as Table I, but using 1 ug of protein. Medium E, ( A );
Wo =7, (B ) Wo =5, (Q); Wo=4, (V) W =3 (0O) W =2,
(@) W =1, (O); Hepes buffer, ( A ). The inset shows the
effect of Wo on the half-life of the enzyme

DISCUSSION

As shown here it is possible to have good enzyme activity in wide
range of Wo. This should allow the study of enzyme catalysis at
amounts water in which the viscosity of aqueous phase approaches
that of interface (3,7 ). We also found that using non-ionic
detergents to trap HSDH in reverse micelles, it is possible to
achieve high enzyme stability. Even though Lee et al (10) found
better enzyme stability in non-ionic than in ionic microemulsion,
we found that in the system here employed stability was higher
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than in standard aqueous media. It 1s likely that this is due +to
the protective effect of the oxyvethylene groups, since in aqueous
media glycerol also exerted a protective effect.

AKNOWLEDGEMENTS

This work was supported in part by grants IN-020389-FM from
DGAPA University of México and P22BCCX891530 from CONACYT (Méxicod

REFERENCE

1. Luisi, P.L., Giocomini, M., Pileni, M. P. and Robinson, B. H.
(1988) Bichim, Biophys. Acta. 947, 209-246.

2. Luisi, P.L. (1985) Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 24, 439-450.

3. Martinek, K., Levashov, A. V., Klyachko, N., Khmelnistki,
Y.L., Berezin, I, V, (1986) Eur. J. Biochem. 155, 453-468.

4. Luisi, P.L. and Magid, L. J. (1988) C.R.C. Crit, Rev. Bichem.
20, 406-474
Martinek, K., Klyachko,N. L., Kabanov, A. V., Khmelnistki, Y.
L. and Levashov, A. V. (1989) Biochim. et Biophy. Acta.
981. 161-172.

6. Samama, J.L., Lee, K.M. and Biellmann J. F. (1987) Eur. J.
Biochem. 183, 609-617.

7. Kumar, C. and Balasubramanian, D. (1980) J. Phys. Chem. 84,
1895-1899.

8. Hilhorst. R., Spujit, R. Laane, C. and Veeger, C. (1984) Eur.

J. Biochem. 144, 459-466.

9. Ayala, G., Tuena de Gémez-Puyou, M., Gémez-Puyou, A.,and

. Darszon, A.(1986) FEBS Lett. 203, 41-43

10. Lee, K. M. and Biellman, J. (1987) FEBS Lett. 223, 33-36

11. S&nchez-Ferrer, A., Bru, R. and Garcia-Carmona, F. (1988) FEBS
Lett. 233 383-366

12 Fletcher, P. D. 1., Rees, G. D., Robinson, B. H. and
Freedman,R. B. (1985) Biochim. Biophys. Acta 832, 204-214.

13 Aldercreutz, L.. and Bo, Mattiasson (1987) Eur. J. Biochem.

163, 609-817.

14 Kumar, A. , Kumar, A. and Katiyar, S.S. (1989) Biochim. et

Biophys. Acta 996, 1-6.

15 Han, D.and Rhee, J. S: (1986) Biotech. Bioeng. 28, 1250-1255 16
Klyachko, N.L., Levashov, A. V. Pshenzhetky, A. V., Bogdanova,

N. G. Berezin, I. V. and Martinek, K. (1988) Eur. J. Blochem.
161, 149-154.

17 Martinek, K., Levashov, A. V., Klyachko, N, L., Pantin, V. 1I.
and Berezin, I. V. (1981) Biochim. Biophys. Acta. 857, 277-294.

18 Helenius, A. and Simons, K. (1975) Biochim. Biophys. Acta 415,
29-79, ‘

19. Verhaert, M. D., Hilhorts, R., Vermue, M., Schaafsma T. J. and
Veeger, C. (1990) Eur. J. Biochem. 187, 59-72

723
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We describe, for the first time, the ability of a polyoxy-
ethylene sorbitan tricleate-isopropanol microemulsion in
hexarie to solubilize pure proteins. The dependences of
cytochrome ¢ extraction and buffer solubilization by the
reverse micellar system on ionic strength of the aqueous
phase, detergent concentration, and cosurfactant concen-
tration are described. Increases in ionic strength result in
decreased recovery of protein in the organic phase, whereas
increases in detergent concentration and cosurfactant con-
centration result in increased extraction. In addition, sub-
tilisin (a8 serine protease) is shown to be active in this
microemulsion. Further the activity of the enzyme can be
regulated by the water content of the micelles, enabling
control of enzyme activity by “solvent engineering.”

Key words: enzymas » proteins « organic solvents « micro-
emuisions « nonionic surfactants

INTRODUCTION

Reverse micellar solutions are widely used as separa-
tion matrices and as vehicles for novel reactions.? One
of the most interesting applications of these systems has
been the solubilization of proteins in nonaqueous me-
dia,”*"?" where submicroscopic aggregates (10-100 nm)
of surfactant molecules enable the uptake of water and
enzyme molecules into an organic phase. The enzyme
remains in an essentially aqueous environment, resuit-
ing in proteins which have the conformational freedom
necessary to exhibit maximal activity.®* Indeed, it has
been reported that enzymes in reverse micelles can ex-
hibit “superactivity,”?®

The solubility and structural integrity of the protein in
the reverse micelle are closely related to the properties
of the surfactant, aqueous solution, and organic solvent
being utilized.'*? Most of the available data on protein
activity and stability in reverse micelles has been col-
lected for ionic surfactants such as bis-2-ethylhexyl
sadium sulfosuccinate (AOT) and sodium dodecy! sul-
fate (SDS). Hatton and colleagues, in a series of pioneer-
ing experiments,'* have shown that microemulsions of
AOT and other detergents in hydrophobic organic sol-
vents can support the solubilization of proteins. Further
they have demonstrated that these microemulsions can
extract proteins from aqueous solution and that the solu-
bilization capacity depends on the pH, ionic strength,
and temperature of the aqueous solution.

* To whom all correspondence should be addressed.

Biotechnology and Bicengineering, Vol. 39, Pp. 806-814 (1992)
© 1892 John Wiley & Sons, Inc.

Pittsburgh, Pittsburgh, Pennsylvania 15261

Perhaps the most detailed study to date has been a
structural characterization of AOT/isooctane/buffer re-
verse micelles containing chymotrypsin. Whereas the
effect of the aqueous solution properties on extraction
efficiency and selectivity are well documented, the in-
fluence of micelle properties on protein structure is
less well evolved. For example, using ultraviolet spec-
troscopy, it has been reported® that AOT causes signifi-
cant changes in the tertiary structure of hemoproteins.
Brochette et al.,' however, report no change in structure
using an identical surfactant/solvent system and fluores-
cence spectroscopy. Other results suggest that the ef-
fect of micelles on protein structure and activity is a
unique function of the protein-micelle combination.
Woll et al.,** e.g., observed no change in structure of
ribonuclease A or concanavalin A in an AOT/isooctane
microemulsion. On the other hand, chymotrypsin loses
75% of its activity in 2.5 h in an SDS/pentanol/toluene/
water microemulsion, while with cetyldimethylethyl-
ammonium bromide (CTAB) the enzyme stability was
significantly higher.” Further, in an AOT/isooctane/
alcohol dehydrogenase system there was rapid loss of
enzyme activity over 24 h.' Finally, extraction into a
hexanol/octane/CTAB system apparently does not
denature either A-hydroxybutyrate dehydrogenase or
isocitrate dehydrogenase, yet does denature glucose-6-
phosphate dehydrogenase.

Although the use of nonionic surfactants has been
shown to alleviate significantly protein stability prob-
lems in reverse micelles, there has been limited work in
this area to date.>* There is still little understanding
of the dependence of enzyme structure, function, and
solubilization on the properties of the surfactant. In
general, phase diagrams of nonionic surfactant/water/
organic solutions exhibit many similarities to those of
analogous ionic detergent systems. The effect of vari-
ables such as temperature, pressure, and ionic strength,
however, will in many cases be opposite to those ob-
served in ionic-based mixtures."’!* Solubilization behav-
ior of nonionic ethoxylated surfactants for water at a
particular temperature can, to a first approximation, be.
correlated to the hydrophilic-lipophilic balance (HL B)
of the material, although HLB alone will not reveal
which surfactant system will produce the ideal vehicle
for solubilization of a particular protein.
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We report here some key characteristics of a micro-
emulsion formed with the nonionic surfactant poly-
oxyethylene sorbitan trioleate, HLB = 11 (Tween-85),
isopropanol, and hexane. The effect of surfactant, iso-
propanol, and buffer concentration on the solubilization
of water and cytochrome ¢ in the microemulsion was
investigated. We have chosen cytochrome ¢ as a model
protein because of its covalently bound prosthetic group.
Many surfactants absorb strongly in the UV region, pre-
venting a simple analysis of the concentration of most
proteins in these systems, The advantage of using a col-
ored protein like cytochrome c is that one can measure
the amount of protein in the organic phase and analyze
the structure of the protein by careful analysis of the
absorption from the prosthetic group. In addition, the
system was utilized to measure the activity of an en-
zyme and the solubilization of hemoglobin. To our
knowledge this article represents the first example of
enzyme and protein solubilization in Tween-85. The
data show that Tween-85/isopropanol can solubilize sig-
nificantly more water and protein than the classic ionic
detergents AOT and SDS, and efficient solubilization is
possible at neutral pH.

MATERIALS AND METHODS

Cytochrome c, hemoglobin, and subtilisin (EC 3.4.21.14)
were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). Tween-85 was purchased from Fluka or Aldrich.
All other reagents were purchased from either Sigma or
Aldrich and were of the highest purity available.

Solubilization of Water and Proteins

All aqueous solutions were composed of phosphate
buffer (pH 7.0) with ionic strengths ranging from 0.001
to 1 u. One milliliter of aqueous solution (containing
where appropriate 1 mg protein/mL water) was con-
tacted with anhydrous hexane (~20°C) containing vari-
ous concentrations of Tween-85 and isopropanol (the
cosurfactant). The initial ratio of aqueous to organic
phases was 1:1. After vigorous shaking, the system was
allowed to equilibrate for an experimentally determined
length of time. Typically, the system was left for ~24 h
in order to complete phase separation. The equilibra-
tion time can be decreased to a few minutes by cen-
trifugation, but for the present study we did not wish to
introduce another variable. After phase separation the
concentration of water in the organic solvent was de-
termined by Karl Fischer titration” in a Fischer Cou-
lomatic titrator. The concentration of cytochrome ¢
was determined by measuring the absorbance of the or-
ganic phase at 530 nm in a Perkin-Elmer Lambda $
spectrophotometer.

The apparent absorption coefficient for cytochrome ¢
in the microemulsion (formed by the injection method)
was determined as follows. The oxidized form of cyto-

chrome c in 0.01 yx phosphate buffer (pH 7.0) was solu-
bilized in Tween-85 (14%)/isopropancl (13%)/hexane,
then diluted to the appropriate protein concentration
with the same surfactant mixture, and the absorbance
at 530 nm was recorded. The data obeyed Beers law
with respect to protein concentration, and the apparent
adsorption coefficient was calculated, The determina-
tion was made in a stable one-phase system, and the
extinction coefficient did not vary significantly with de-
tergent concentration,

Extraction of hemoglobin and subtilisin into micro-
emulsions was performed in the same way as for cyto-
chrome c (see below). In the case of hemoglobin the
apparent extinction coefficient for the enzyme was de-
termined experimentally in each detergent system used,

Reduction of Cytochrome ¢ in Reverse Micelles

Oxidized cytochrome ¢ (1 mg/mL) was solubilized
in Tween-85 (14%)/isopropanol (13%)/hexane as de-
scribed above (total volume of cytochrome ¢ added was
200 nL/mL), The absorption spectrum in the range of
350-600 nm was recorded. Subsequently 1 uL of ascor-
bate (1.0M) was added to the solution. After 15 min the
absorption spectrum was collected on a Perkin-Elmer
Lambda 2 spectrophotometer.

Span-85/ Tween-85 mixtures

Microemulsions were formed with a mixture of Tween-
85 and sorbitan trioleate (Span-85, HLB = 1.0). Using
stock solutions of 0.152M Tween-85 and 0.152M Span-
85, mixtures of [Tween-85)/[Span-85] (1:1, 2:1, 3:1,
5:1, 10:1) were prepared with a total surfactant concen-
tration of 0.076M in hexane.

The aqueous phase was 0.01 um phosphate buffer,
pH 7.0, and the initial concentration of cytochrome c
was 1.0 mg/mL. The water/hexane ratio was 1:3 (v/v).
After each component had been added, the mixture was
vortexed and allowed to settle at room temperature. The
concentration of water and cytochrome was determined
as described previously.

Extinction Coefficient for p-Nitrophenol in
Reverse Micelles

In order to measure the activity of an enzyme as de-
scribed below, we must first measure the apparent
extinction coefficient for the product, p-nitrophenol.
p-Nitrophenol was solubilized in Tween-85 (14%)/
isopropanol (12%)/hexane to a final concentration of
0.275 mM using the injection method and then diluted
in the same surfactant mixture to appropriate concen-
trations. The initial solution of p-nitrophenol was made
up in buffer, and the microemulsion was a single stable
phase. Absorbance at 412 nm was measured spectro-
photometrically in a Perkin-Elmer Lambda 2. Under
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these conditions the W} of the solution was measured by
Karl Fischer titration. The apparent extinction coeffi-
cient was also measured at increased W; by injecting an
aliquot of 20 mM p-nitrophenol (in 0.1 u phosphate
buffer, pH 7.8) into the Tween-85/isopropanol/ hexane
solution described above.

Activity Measurements for Subtilisin in
Reverse Micelles

A solution of Tween-85 (14%)/isopropanol (12%}) in hex-
ane was used to form a microemulsion. This solution
was used to prepare a stock of p-nitrophenyl butyrate
(the substrate for the enzyme). The water required in
order to achieve a given W, was added by injection of
0.1 u phosphate buffer, pH 7.8. Subtilisin Carlsberg
was dissolved in phosphate buffer, pH 7.8, 0.01 u +
0.1 mM calcium chloride. The reaction was initiated in
a cuvette by the injection of 1 uL. (30 ug) into 1 mL of
substrate solution (5 mM). The increase in absorbance
at 412 nm, caused by the release of p-nitrophenol, was
followed spectrophotometrically. The apparent absorp-
tion coefficient for p-nitrophenol at W, = 73, deter-
mined as described above, was then used to calculate
the specific activity of the enzyme.

fi T mm e — —

RESULTS AND DISCUSSION

Extraction of Cytochrome ¢

The most basic function of any surfactant is to enable
water solubilization in organic solvents. Figure 1 de-
scribes the ability of Tween-85/isopropanol to solubilize
water in hexane as a function of detergent concentration
and the ionic strength of the buffer. In all cases shown
the upper phase was stable and optically clear, suggest-
ing the formation of a microemulsion. As in other non-
ionic surfactant systems," increasing ionic strength leads
to a salting-out effect, reducing the water concentration
in the organic phase. While increasing surfactant con-
centration increases the total amount of water solu-
bilized, the ratio of water to surfactant concentration
(W) increases as surfactant concentration decreases,
This suggests that for low concentrations of Tween-85
there is the formation of larger micelles and that
micelle-micelle interactions have a strong effect on W;,
unlike ionic surfactants such as AOT.* The optimal W,
values which we are reporting here are approximately
twice those reported for an AOT/hexane/propanol/
water system'® and an order of magnitude greater than
those for the AOT systems which contain protein.”®
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Figure 1. Effect of surfactant and salt concentration on the solubilization of buffer without protein by reverse
micelles in hexane. The uptake of water by reverse micelles is shown at different ionic strengths of phosphate
buffer, pH 7.0: (0) 0.01 g; (@) 0.05 u; (1) 0.1 u. The inset graph shows the Wy values ([water]/[Tween-85})
obtained in each experiment. The experiment was performed as described in the text, the concentration of
water being determined by Karl Fischer titration (£5%).

BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING, VOL. 39, NO. 8, APRIL 5, 1992



The same microemulsion described above has also
been tested for its ability to extract cytochrome ¢ from
aqueous solution. Cytochrome ¢ was chosen as a model
protein because of its absorption in the range of 400~
500 nm. Most reverse micelle solutions have strong ab-
sorption in the UV range, which prevents the analysis
of protein concentration in microemulsions. The experi-
mentally determined apparent specific absorption co-
efficient at 530 nm for cytochrome ¢ in the Tween-85
microemulsion is 0.715 mL/mg/3 cm. There is no sig-
nificant change in specific absorption coefficient with
changing detergent concentration, suggesting little inter-
action between the micelle and the protein. In addition,
the specific absorption coefficient is equivalent to that
measured in aqueous solution,

Figure 2a indicates the effect of ionic strength and
detergent concentration upon protein extraction from
the aqueous phase. Figure 2b describes the water con-
centration in the micelles in the presence of protein.
When the ionic strength increases, the efficiency of
protein extraction decreases, as does the solubilization
of water. It is not surprising that the extraction of water
and protein appear to parallel each other. In addition, a
comparison of Figures 1 and 2b shows that less water is
extracted from aqueous solution in the presence of
protein. This provides evidence that protein molecules
are replacing water molecules in the reverse micelles.
Alteration in the size and shape of the micelles in the
presence of protein would also account for these data.
Indeed, it is well known that nonionic surfactants can
have a dispersity of both size and shape. Figure 2 also
indicates that above 14% Tween-85 there appears to be
a decrease in the extraction of protein from aqueous
solution. This is actually the result of a small degree of
protein precipitation which occurs at the interface be-
tween the aqueous and organic phases in the presence
of high concentrations of detergent. Protein precipita-
tion will also reduce the amount of water extracted
since the protein precipitate will have associated water,
Such a phenomenon has been mentioned previously for
protein extraction into ionic surfactants.? At the higher
ionic strengths, there is no such precipitation, and the
degree of protein extraction continues to increase with
increasing Tween-85 concentration,

Increasing ionic strength is likely to lead to a salting-
out effect,’ resulting in the transfer of the protein from
the organic to the aqueous phase. Indeed, in the pres-
ence of ionic strength greater than 0.25 u almost
no protein was extracted into the organic phase, even
though a significant amount of water was still solubi-
lized (data not shown in Fig. 2). The range of ionic
strength used in this study is lower than those reported
previously.'? For ionic surfactants the effect of increas-
ing salt concentration has been linked to shielding of
the electrostatic interaction between the hydrophilic
region of the surfactant and the protein.

To test whether isopropanol was the best cosurfactant,
we also examined Span-85 as described above. With

-

the exception of a Tween-85/Span-85 ratio of 0.2, the
Tween-85/Span-85 microemulsions were unable to so-
lubilize large amounts of protein. Unfortunately all
microemulsions formed with Tween-85/Span-85 as well
as Tween-85/hexanol and Tween-85/octanol were un-
stable and turbid after 24 h. For these reasons we sug-
gest that isopropanol is a more appropriate cosurfactant
to use.

As discussed above, the role of the cosurfactant used
in protein extraction systems must also be elucidated.
Choosing an optimal detergent concentration and ionic
strength for protein extraction, we then studied the ef-
fect of changing the ratio of surfactant to cosurfactant
on protein and water solubilization. Figure 3, which in-
dicates the effect of cosurfactant on protein and water
extraction, shows that isopropanol is needed for water
and protein solubilization. As the amount of isopro-
panol is increased, the micelles which are formed can
absorb more water and protein. Again, ionic strength is
also important, At very low ionic strength (0.001 u)
the solubilization is greater at higher isopropanol/
Tween-85 ratios, with maximum solubilization attained
at a molecular ratio of 20:1. Further increases in co-
surfactant concentration at such low ionic strength does
not affect the extent of protein or water solubilization
significantly.

As the ionic strength increases, however, ratios of
isopropanol to Tween-85 in excess of 20 induce phase
separation (see Fig. 4 for a complete description of the
phase behavior of these systems), and recovery of the
protein in the microemulsion decreases considerably.
The effect of phase separation on water solubilization is
not as dramatic. For example, at 0.01 u protein extrac-
tion drops from 50 to 20% (of the degree of extraction
at 23:1) when the ratio of cosurfactant to surfactant
changes from 30 to 40, respectively. Meanwhile, the
amount of water transferred from the aqueous to or-
ganic phase changes from 90 to 80% of the degree of
solubilization at 23:1 isopropanol to Tween-8S.

Three or four phase systems can also be produced.
These simply consist of different ratios of the compo-
nents in our system: aqueous, organic, detergent, and
protein. Similar results are observed at ionic strength
0.05 u. These effects can be explained by examining
the influence of electrolyte and cosurfactant on the
natural radius of curvature of the micelle."

In general, the solubilization capacity (represented by
W;) of a microemulsion is a function of the effect of the
composition variables on the natural radius of curvature
or on the critical radius for demixing.!* Due to the sum
of the interactions between polar head groups, hydro-
phobic tail groups, organic, and water phases, a micel-
lar interface will tend to bend either toward the organic
phase (normal micelles) or the aqueous phase (reverse
micelles). Those factors which tend to increase this ra-
dius of curvature (R,) will increase W;, and vice versa.
Increasing R, will not increase W, without limit, how-
ever, since at a particular point (known as the critical
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Figure 2. Effect of surfactant and salt concentration on the solubilization of protein and buffer by
reverse micelles in hexane. Experimental details are given in the text. (a) Percentage of recovery of
cytochrome ¢ (+10%) in the microemulsion is shown at different ionic strengths; (O) 0.01 u;
(@) 0.05 u; (C) 0.1 u. The concentration of cytochrome ¢ was estimated using an experimentally
determined specific shsorption coefficient (0.715 mL/mg). (b) Extraction of water into the reverse
micelles (£5%) in the presence of protein is shown at varying ionic strengths: (O) 0.01 u; (8)0.05 u;

() 0.1 u.
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Figure ). Effect of cosurfactant concentration on the solubilization of protein and buffer by reverse
micelles in hexane. The amount of protein (a) and water (b) solubilized in the surfactant (Tween-85 at a
constant concentration of 14% in all experiments) at different buffer concentrations is shown: 0.001 u
(filled bars); 0.01 u (shaded bars); 0.05 u (open bars). Experimental details are provided in the meth-
ods section.
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Figure 4. Phase behavior of Tween 85/isopropanol microemulsions, When two phases are formed, a micro-
emulsion in equilibrium with the aqueous phase was formed, Details are given in the text.

radius for demixing, R.) the emulsion will separate into
two phases. Our results can be interpreted in terms of
effects on R, and R..

As in many other micellar systems, W, in Tween-85-
based microemulsions exhibits a maximum as the co-
surfactant concentration increases. Assuming that the
propanol is present in the interfacial region, it is likely
that these molecules will associate with the polar eth-
ylene oxide groups, raising the effective polar head
group area and R,. When the increase in micelle radius
approaches R., there will be a maximum W, (see Fig. 3).
It is interesting to note that the number of propanol
molecules per surfactant molecule at the point of maxi-
mum water solubilization (20) is similar to the number
of ethylene oxide groups in Tween-85 (assuming that
HLB = 11.0).

Mukerjee® developed a molecular model to address
the effects of cosurfactant, salt, and oil chain length on
solubilization by micelles formed from nonionic surfac-
tants. Their results showed that R, decreases as the co-
surfactant chain length increases, in agreement with
our results using Span-85 and hexanol. Increasing ionic
strength was also shown to reduce the effective size of
the polar head group, decreasing Ry and thus W;: our
results are also in agreement with this correlation.

The phase behavior of these systems shown in Fig-
ure 4 is complex, and clearly one should not compare
directly the ability of systems with different phase be-
havior to extract water and protein. Nevertheless, it is
interesting that at low concentrations of surfactant there

is significant protein extraction at relatively high ionic
strengths. The effect of pH on extraction efficiency will
be discussed in a future paper.

Reduction of Cytochrome ¢

The overall structure of cytochrome ¢ can be analyzed
by performing difference spectra between the oxidized
and reduced form of the protein. In aqueous solution,
redox transition with ascorbate results in characteris-
tic shifts of the absorption peaks and isobestic points
for the Soret region and the 500-600 nm region. Our
experiments showed that an in situ reduction with
ascorbate in a hexane~-Tween-85 microemulsion did not
differ significantly from the same experiment in water,
and previous experiments in a phospholipid-toluene
microemulsion.

These results are in marked contrast to a similar ex-
periment performed by Brochette and colleagues* for
the AOT/isooctane/water/cytochrome ¢ system, where
W,'s greater than 15 produced a microemulsion with
significantly reduced ascorbate reduction rates. This re-
duction in rate was attributed to adsorption of the cy-
tochrome ¢ onto the ionic surfactant head groups at the
micellar interface.

Extraction of Hemoglobin

In order to demonstrate that the detergent system we
describe can be utilized for more than one protein, we
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tested the extraction of hemoglobin into Tween-85 re-
verse micelles. Table I presents the results for this sys-
tem as a function of detergent and salt concentration.
Hemoglobin and water are extracted from aqueous solu-
tion into the organic phase, the efficiency of extraction
depending on the salt and detergent concentration. As
expected, the percentage of hemoglobin extracted in a
given system was different to that for cytochrome ¢ in
the same system, At 14% Tween-85 and 0.01 u, e.g.,
54% of total hemoglobin is extracted, whereas 100% of
the cytochrome c is extracted. In addition, the optimum
conditions for the extraction of hemoglobin are differ-
ent than those for cytochrome c, enabling the possibility
for separating the two proteins. Clearly, the use of re-
verse micellar separations will depend on many factors
and must be optimized for each set of proteins.

The size, shape, and charge of hemoglobin and cyto-
chrome ¢ are considerably different. It is tempting to
suggest that the increased size of hemoglobin relative to
cytochrome ¢ causes a decreased extraction of the
protein, and dynamic light scattering experiments de-
signed to measure the size of the micelles will be used
in the future to correlate the difference in micelle pro-
tein size to extraction capacity.

Activity of Subtilisin

Althonugh the extraction of proteins from aqueous me-
dia into organic solvents is of interest in its own right,
the activity of enzymes in such systems is of particular
importance. Since there is no literature concerning the
solubilization of enzymes in Tween-85, it is important
to consider briefly the activity of an enzyme in this
system. We have tested the effectiveness of using a
Tween-85/isopropanol/hexane microemulsion for bio-
catalysis. Subtilisin, a commonly used serine protease,
was tested for activity on the substrate p-nitrophenylbu-
tyrate as described above. Table II shows that as the W,
of the reverse micelles changes, so does the activity of
the enzyme. A future paper will describe this effect in

Tablel. Extraction of hemoglobin and water into reverse micelles
at different ionic strengths.

0.0l u 005 u 0.10 u

{Tween] Protein Water Protein  Water Protein  Water
(%) (ug/mL) (ul/mL) (ug/mL) (ul/mL) (ug/mL) (ul/mL)

10 115 242 46 163 56 193
12 120 268 56 212 57 217
13 139 279 50 259 53 222
14 136 N4 41 223 56 230
15 131 275 46 221 54 237
20 117 288 3t 247 59 248

Experimental details given in the text. The concentration of the
protein was determined spectrophotometrically, and the concentra-
tion of water was determined by Karl Fischer titration. The specific
absorption coefficient of hemoglobin at 411 nm in this system was
3.53 mL/mg. Errors were +5% for water determinations and =10%
for protein determinations.

Table 11. Effect of W, on the activity of subtilisin in reverse
micelles.

{Water]/[ Tween-85]) Enzyme activity

(Wa) (umol/min/mg enzyme)
Pure buffer 6.21
60 2.05
20 1.85
13.6 2.00
9.1 1.80
7.7 1.42
6.3 0.87

Pure hexane ~0.3 x 107

Experimental details given in the text. The rates of enzyme ac-
tivity for hydrolysis in pure buffer is given for comparison. In addi-
tion, the rate of the transesterification reaction in pure hexane is
also shown (determined as described by Chatterjee and Russell?).
W, was determined experimentally (=5%), as was the total water
uptake.

far more detail, but clearly an enzyme solubilized in
Tween-85 reverse micelles can be extremely active. If
one compares the activity of the enzyme under optimal
conditions in hexane/ Tween-85 with the activity of the
same enzyme suspended in anhydrous hexane, the solu-
bilized enzyme is approximately 10° times more effi-
cient.’ Our finding that the enzyme has an optimal W,
agrees with previous studies on the effect of W, on en-
zyme activity,”

CONCLUSION

We have shown that the nonionic surfactant Tween-85
forms stable reverse micelles in hexane which can solu-
bilize large amounts of protein and water in hexane.
Analysis of the absorption spectra of cytochrome ¢ en-
capsulated in reverse micelles shows that Tween-85 does
not denature the protein. Further evidence of the mild
nature of Tween-85 with respect to protein-detergent
interactions is that the enzyme subtilisin is catalytically
active in these microemulsions. The amount of protein
and water which can be absorbed by the reverse micelles
in organic solvents is related to the properties of the
protein being extracted, the ionic strength of the aque-
ous phase, and the concentration of the detergent and
cosurfactant. At 14% Tween-85 (20:1 isopropanol-
Tween-85) and ionic strength 0.001 x, concentrations
of 0.5 mg/mL cytochrome c in hexane are easily ob-
tained. The dependence of extraction efficiency on ionic
strength is not identical for different proteins. Thus, a
careful choice of salt concentration in the aqueous
phase will enable protein purification after optimiza-
tion. We are now investigating the use of nonionic re-
verse micelles in the tuning of biocatalyst activity and
specificity.

This work was funded by the Army Research Office
(DAALO3-90-M0276), the National Science Foundation
(BCS-9057312) (PY! to AJR), and Eastman Kodak, Union
Carbide Corporation, and PPG. We thank the reviewers for
their helpful comments.
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We have used the pressure dependency of
density in near cnitical propane to design
a novel protein extraction system. Active,
structurally intact, proteins have been
extracted from an aqueous phase into
subcritical propane containing the non-
ionic detergent polyoxyethylene sorbitan
trioleate (Tween-85). The pressure depen-
dence of protein transfer from the aque-
ous to organic phase is described for
cytochrome C and subtilisin. The effect of
the microemulsion and compressible pro-
pane on protein structure and function is
also discussed. The first determinations of
kinetic constants for an enzyme-catalyzed
reaction in such a system are also
presented.

aterials at pressures and temperatures

above their critical values exhibit ther

mophysical properties which bridge the

gap between liquids and gases'. A relatively
high density imparts a supercritical fluid with the solvat.
ing power of a liquid, while a low viscosity simultaneously
produces gas-like mass transfer characteristics. In con:
trast to the behavior of gases and liquids, the physical
properties of a supercritical fluid can be tailored over a
wide range by modest variations in pressure and/or tem-
perature. Because the solvent power of a fluid, is, to a first
approximation, proportional to its density, the solubility
of a particular substance in a supercritical fluid is not
only a function of the nature of the solventsolute interac:
tion, but also depends heavily on the system pressurg.
Careful regulation of the pressure can consequenty be
used to selectively remove a single compound of interest
from a multicomponent mixture. The selectivity and
high mass transfer rates achievable using supercritical
fluids as solvents has spurred successful commercial
development in several novel directions.

If proteins could be solubilized in compressible fluids,
it should be possible to develope a rapid, inexpensive,
singlestep purification system. The basis of such a tech-
nique would be that proteins can retain their activity in
these systems (the focus of this paper), and that the solu-
bility-pressure profiles of different proteins are distinct.
For those gasesisolvents which do not chemically modify
proteins, most enzymes studied to date do not display
any loss in activity until the pressure exceeds 400 MPa, far
above the pressures necessary for low temperature super-
critical fluid work (~50 MPa),

In order to introduce a cytosolic protein into a non-
aqueous environment (except the extremely hydrophilic
solvent dimethylsulfoxide) one must first introduce solu-
bilizing agents in the organic phase. Hatton and col-
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leagues, in a series of pioneering experiments’, have
shown that reversed micelles in hydrophobic organic
solvents can support the solubilization of proteins, Fur:
ther they have demonstrated that these microemulsions
can extract proteins from aqueous solution, and that the
etficiency of extraction depends on the pH. ionic
strength, and temperature of the aqueous solution. It has
been postulated® that the effect of pressure alterations on
extractions into supercritical fluid/surfactant systems
mimics those of changing salt concentrations in the sim-
ple aqueous/organic extraction systems described above.
The approach we describe here differs from these pre-
vious studies in that the supercritical system does not
require chemical changes in the aqueous phase to
manipulate the degree of solubilization. In addition, the
extraction is possible at neutral pH. Of particular utility
is the ease of reversing the extraction process, simply by
releasing pressure.

There are a number of advantages to regulating pro-
tein transfer from an aﬂlueous to an organic J)hase with
variation in pressure rather than variation in the physical
properties of the aqueous phase. For example, if the pH
of a solution has to be altered in order to achieve extrac-
tion into the organic phase, an enzyme might lose activity
and/or be irreversibly denatured. This is not unlikely
given the dramatic changes in pH necessary in order to
extract proteins from a(%ueous solution: a typical pH
change is 3-4 pH units’. Small changes in pressure have
no appreciable effect on either the structure or function
of enzymes, and thus extraction of proteins from aque-
ous to supercritical fluids should not destroy protein
function. Perhaps the most significant advantage of ena.
bling a supercritical fluid to solubilize a protein is that it
may be possible to purify a single protein from a mixture
after an initial extraction.

Smith and co-workers' showed that near-critical bis-2-
ethylhexyl sodium sulfosuccinate (AOT)/propane mix-
tures will extract proteins from aqueous solution. In their
study, a 50 mM solution of AOT in propane was brought
into contact with an aqueous buffer containin%"hemoglo
bin, or cytochrome C, or a hydrophilic dye. The initial
pressure was such, as shown by Johnston®, that the AOT
Erz:/nitioned primarily to the organic phase. As shown by

spectroscopy of the aqueous lEhase. as the pressure
was Increased, the solutes in the aqueous solution
decreased in concentration., The extraction occurred
over relatively narrow ranges in pressure, suggesting the
use of compressible fluid-based microemulsions as selec-
tive separation media. This work did not include any
information on the activity, or structural integrity of the
proteins in the organic phase, nor was a simultaneous
determination of W, (the ratio of water concentration to
surfactant concentration) in the microemulsions made.

In a recent series of articles®, John et al introduced a
high pressure lechni?rtée by which proteins can be
induced to precipitate from liquid-based reverse micelles,
in contrast to the conventional approach which uses salt
or pH. Their method is based on two effects; the forma.
tion of clathrate hydrates (solid inclusion compounds of
organic gas molecules in water cages) at high pressures
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FIGURE 1 Protein extraction into microemulsions as a function
of pressure,
. ]

TABLE ) The etlect of water content on the diameter of Tween-85
(%) Hsopropanol (13% ) reversed micelles in hexane, as mea.
sured by dvnamic light scattering.

Water content Refractive Diameter
(%) Index (nm)
0.0 [.388 16.7
1.0 1.388 21.6
3.0 1.388 28.2
5.0 1.387 31.7
8.0 1.385 478
12.0 1.384 41.6
14.0 1.383 53.8
16.0 1.382 58.7
8.0 1.385 67.4

Sample time was 7 x 10" sec, Other details in text.
R

TABE 2 Effect of surfactami concentration on water solubili-
aition by propane/Tween-83fisopropanol microemulsions at
25°C and 45040 psi.

[Tween-85] [Isopropanol] [lsopropanol] Volume of water

__("'E!_)_._w __m(‘r!lM) [Tween-85) (ml) w,
54 1840 35 3.53 90
HH 1970 31 4.12 86
75 1 891) 25 4.5() 83
97 2150 3 6.00 N6

and moderate temperatures, and the etfect of continu-
ous phase density on emulsion stability. In a typical
procedure, an AQTlisooctanelwaterfcytochrome C mix-
ture is added to a high pressure view cell, after which
ethylene gas is introduced. generating a two phase sys-
tem. Increases in ethylene pressure both increase the
ethylene mole fraction in the lower micellar phase,
decreasing its density, and also increase the probability
that clathrate hydrates will form. Both formation of
hydrates and decreases in continuous phase density will
tend to decrease the W, of a micellar system, also decreas-
ing the maximum total protein solubilization capacity.
Consequently protein begins to precipitate from solu-
tion above a particular pressure. Generally, protein pre-
cipitated from solution concurrently as W, decreased.
Whereas in the absence of added electrolyte the precipi-
tation transition was relatively sharp, addition of KCI
broadened the transition substantially, the reason for
which was not entirely clear.

Here we present results on the solubilization of pro-
teins in compressible tluid-based microemulsions, and
an analysis ot activity and structural integrity during and
after such high-pressure processing. While previous
work used the surtactant AOT, owing to its propensity to
form high W, reverse micelles in a variety of organic
solvents, the use of such an ionic surfactant means that
electrostatic interactions should dominate the solubiliza-
tion behavior of proteins’, which would tend to mini-
mize the influence of pressure in a separation process
based on a highly compressible fluid. Consequently, in
order to focus on the role played by density (which is, of
course, controlled with pressure changes) on the extrac-
tion process, we have used a non-ionic surfactant based
compressible tluid microemulsion.

RESULTS

Microemulsion formation. We have studied the phase
behavior of Tween-85/cosurfactant/solvent preparations
in detail’, and have also measured the size of the micelles
using dynamic light scattering. Table 1 shows the varia-
tion in the size of spherical micelles of Tween85 in
isopropanol/hexane at different W,'s. The experiments
were performed on a stable single phase formed by the
injection method’. As expected, increasing the water con-
tent of the micelles resurt:in increased micellar volume.,
We present this data to indicate that Tween-85 does
indeed form micelles in a conventional hydrophobic
organic solvent,

Given that in propane the same detergent forms a
stable, optically clear, single phase, with the ability to
solubilize proteins, it is not unreasonable to hypothesize
that a microemulsion is also formed in propane. Figure 1
presents an outline of the dependence of phase behavior
upon concentration of detergent. cosurfactant, and pres-
sure for Tween-85/isopropanol/propane mixtures.

Solubilization of proteins in compressible propane.
After the phase behavior at various combinations of
surfactant/cosurfactant concentrations and pressure had
been determined (water solubility is summarized in
Table 2), proteins were added to the buffer under condi-
tions suitable for single. stable phase formation at high
pressure. The ability of the microemulsion to solubilize
different proteins as a function of pressure and tempera-
ture was then determined. Table 3 indicates that protein
solubilization is dependent on solvent density (which is
controlled with changes in pressure).

Activity of e es solubilized in compressible
propane. It has been shown that the dimensions and
Ezopenies of reverse micelles in compressible fluids can

manipulated predictably with changes in pressure.
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Table 4 shows determinations of apparent Kinetic con-
stants for the subtilisin catalvzed hvdrolysis of succinyl-t-
alanyl-t-alanvl-L-prolyl-L-phenylalanyl-paitroanitide  at
various pressures, and before and atter exposure to the
microemulsion. 1t is clear that the activity ot the catalyst
can be tuned with changing pressure.

Once enzvimes have been exposed to the pressure and
microemutlsion described, activity can be rvestored in
aqueous solution (Table 4. Given the negligible solubility
of Tween-85 in water (which was a primary reason for
choosing this surfactant) the protein can be separated
from the surfactant. During pressurization of the reactor.
a small amount ol precipitate is tormed at the interface
of the two phases. This precipitate. which is not possible
to quantitate because ot the niation of working under
high pressure. is completety resolubilized after depressur-
ization, and at increased pressures (see Table 3),

The solubilization of avtochrome C in the microemul-
sion has also been observed. In agqueous solution, redox
transition with ascorbate results in characteristic shitts of
the absorption peaks and isoshestic points for the Soret
region and the 500-600 nm region. Qur experiments
showed that an in situ reduction with ascorbate in a
propanelveen-83 microemulsion at high pressure did
not ditter significantly trom the same experiment in
water (scan not shown), and previous experiments in a
phospholipidtoluene microemulsion™.

Protein extraction from aqueous solution into com-
pressible fluids. An experiment was performed where a
two phase system was prepared by adding more water
than the organic phase could solubilize. Under these
conditions, an aqueous phase can coexist with a pm‘):me
phase containing the surfactant. and it is possible to
study the partitioning of different proteins between each
phase. The extraction of proteins trom the excess aque-
ous phase to the organic phase was then measured as a
function of pressure at 25°C. The total amount of cytor
chrome € solubilized was a function of pressure. At low
pressure (500 psi) the microenlsion could solubilize
approxintately 025 mgiml protein (nicasured spectro-
photometrically using an experimentally determined
extinction coetlicient). Under these conditions, however,
the system was neither a single phase, nor stable, nor
optically clear. Rather, protein solubilization was proba-
bly enhanced by the formation of a classical bicontinu-

ous structure. Indeed, at 500 psi the system consisted of

three distinet phases @ Windsor 1l system), and the
protein was extracted from the aqueous phase to the
middle (bicontinuous) phase. Upon formation of the
microcmulsion at pressures exceeding approximately
2,500 psi almost all the protein in the system was solubi.
lized (0.206 mg/ml). A similar experiment was pertormed
with hemoglobin, Microemulsion formation still took
place. although the pressure necessary was only 2,000 psi.
The amomt of hemoglobin solubilized was approxi-
inately 0.32 mgfml under optimal conditions,

DISCUSSION

We have previously optimized the concentration and
nature of cosurtactant for use of Tween-85 in hexane In
propane the molar ratio of isopropanol o Tween85
necessany for microemulsion tormation exceeds that for
hexane. The reason is probably that at low pressures
propane itselt requires a co-solvent (for instance isopro-

p;uml) in order to solubilize liveen83. Thus the role of

isopropanol is to act as both a cosolvent and a cosurtac
tant. From Table 2 we see that as ‘Tween concentration
increases, the amount of isopropanol necessary to obtiin
a microemulsion also increases, whilst the ratio of isopro-
panoll Tween-85 decreases, ‘This implies that the main

BIGFECHNOLOGY VOL 10 DECEMBER 1992

role of isopmpanol in this svstem is to act as a co-solvent
by increasing the density of a propane mixture, Indeed.
the addition of isopropanol is necessary for Tiwveen-85
solubilization, even in the absence of water.

Under all conditions reported in Tahle 2 it is possible
to form a single phase microemulsion. The ability ot the
svstem to solubilize water depends, however, on the pres-
sure and concentrations of the surtactant and co-surtac
tantsolvent. It should be noted that although the actual
water solubilization is difterent in each experiment, the
ratio of water to surfactant concentration (W,) remains
essentially  constant. This implies that the micelles
tormed undler these varving conditions are ot equivalent
size.

Table 3 describes the effect of temperature and pres-
sure on phase behavior and the ability ot the microemul-
sion to solubilize protein (this data 1s presented with a
complete description of the system properties). In the
ahsence of protein we see that increased pressure results
in increased water solubilization, to a maximum ot 15%
water in the system (Table 2). Table 3 shows that as tem.
perature s increased, the pressure required to form a
stable one phase system increased. [t ts clear that the
changes in density which result from temperature or
pressure changes aftect the aggregation properties of the
surfactant. Our data suggest that micelle size increases
with increasing density, and that single phase systems
are formed when the density exceeds approximately
330 kg/m', Using AOT as a surfactant it is not possible,
however, to change micelle size, in the absence of pro-
teins, by changing density'"' in compressible fluids. Note,

TABLE 3 Etfect of temperature and pressure on phase behavior
of propaneflween-83/isopropanol microemulsions, and their
ability 1o solubilize protein.

Pressure
300 2ph, o, ppte st 2 ph,oo, pp, se
1945 kghn') (4187.8 kg/m*)
1000 2ph, o, ppt.it 2ph, o, ppt, it
(507.1 kg/m*) (501.5 kg/m")
2000 qph,o,ppt it 2ph, o, pp it
(521.2 kgim" (16,4 kghm*)

Ten;;;erature °C)
3o

2 ph, 0, ppt. s
(460.8Y kgim')
2 ph, o, ppt, sr
(4749.4 kg/m?)
)] i
2ph, L1, ppL il
(197.9 kgim*)

2800 | phiitocr Iph. o, pptoit 2phLr ppt, it
(H30.5 kg/m") (526.2 kglm') (509.4 kgg/m*)
3250 I phoocr 1 ph, oo, r 2ph, &, r, pplL. it

(H35.0 kglm") (531.0 kgim")

(AELE kgim?)

Cytochrome C (4 m! of 0.25 mgiml) were placed in the reactor,
followed by Tween-B3 and isopropanol, The pressure was
increased until microemulsion tormation was observed.
ph = nuniber of phases; o= opague: ppt = appearance of pro-
tein precipitate: it= increasing transparency relative to lower
pressure; ¢=red color in organic phase: st = overall appear
ance is red: t=transparent; oc = optically clear solution,

TABLE & Activity of subtilisin in single phase microemulsions
Tween-83lisopropianol.

Experimental Specific activity VK, x 10
conditions (pmol/min/mg) (sec'M™)
Butter 2444 2.1
Hexane, microemulsion 3.5) 3560
Propane 3,000 psi A7 7.4
Propane, 1,500 psi 447 .35
Recveled from 3,000 psi 28.00 19.2
Recveled trom 4,500 psi 22.06 17.7

The substrate used was succinvlealanvicaluswl-prolviv.
poenyvlalansl p-nitroanilide. Errors are lessthan £ 105 «Appar-
ent values,

ek A e e e et e
e T e et e e




however, that in conventional solvents altering the physi-
cal properties of the solvent has a profound etfect on the
size of micelles (Table 1). Given the significant ditferences
in the properties and structures of AOT and Tween-85, it
is not surprising that they exhibit such difterent aggrega-
tion properties.

The activities we determined are approximately twice
those for an identical svstem in a conventional solvent
thexane). The increase in activity may be related to the
increased diftusivities in propane relative to hexane If
the reaction in hexane is limited by the diffusion of
substrate into the micelle. then the use of propane would
be expected to increase the activity of the system. Natu-
ally, the meaning of the specificity constant in buffer,
and the apparent specificity constant in organic solvents
are very different. Indeed, the value of enzvime activity in
buffer is reported only for comparison to those activities
recovered trom the microemulsions. Further, changes in
the apparent activity of the enzyme could be related to
small ditferences in the partitioning of the substrate
(which is more soluble in buftfer than hexane) between
the reversed micelle and the bulk solvent. It is clear from
Table 4 that it is possible to recover substantial activity of
subtilisin from Tween-85/propane.

We have focused here on demonstrating that when
proteins are solubilized in propane/Tween-85/isopro-
panol microemulsions, the process is pressure depen-
dent, the proteins are active and in their native
conformation, and they can be recovered in a straightfor:
ward manner. We are currently evaluating the ability of
pressure to regulate effective protein purification of
active enzvme from a mixture of proteins solubilized in
compressible propane
EXPERIMENTAL PROTOCOL

Materials. All surfactants were purchased from Fluka Chemi-

cal Co. (Buchs, Switzerland) and were of the highest purity
commercially available. They were used without further purifi-
cation. Proteins and enzymes were purchased trom Sigma
Chemical Company (§t. Louis, MQ). All gases were purchased
from Harvev Gas Company (Matheson Gas Products, Inc., USA)
and were used without further purification or drving. The
water content of all solvents used was measured by Karl Fischer
titration.

D{namic light scattering. Dynamic light scattering studies
on the micelles were performed with o modified Wyatt Dawn F
fixed multi-angle photometer (Wyatt Technology, Inc., Santa
Barbara. CA) with a helium cadmium laser with power siabili-
zation (Liconix model 210N luser, Liconix 505A power stabi:
lizer, Liconix, Inc. Sunnvvale, CA) The signal output was
processed by a Langlev Ford autocorrelator (Model 10496, LFI,
Ambherst, MA). Solutions of micelles were tiltered prior o the
scattering experiments to remove any traces of dustor contami-
nants, The apparent translational diffusion coetlicients tor
micelles formed with a solution ot 14% Tween85/ 13% isopro
panoll 73% hexane (viviv) and varying amounts of water (not
Lu!fer) were found and the hydrodynamic radius was caleu-
lated, The micelle raditus was found to vary linearly with the
volume of added water.

Reactor design. In order to observe phase behavior visually,
withdraw sampfes for analysis, and monitor the progress ol the
reactions via anline UV or IR monitoring, we have constructed
several variable volume, high pressure, hatch mode view cells.
The cells' are designed for 100 MPa maximum pressure at
100°C. High pressure resistant synthetic sapphire windows,
which exhibit tremendous strength and excell‘t):m LV and IR
transmittance characteristics, are incorporated in the design to
enable the reactor to fitinto a Perkin Elmer Lamda 2 spectro-
photometer. The cell compartment ol the spectrophotometer
did not require modification. Pressure within the cell was gen-
erated using a manually operated syringe pump (High Pres
sure Equip., Erie, PA).

Protein extraction. Tween-85 and isopropanol were placed in
the reactor described above, and a syringe pump was used to
pressurize the system. Aqueous protein solution (64 ml in
0.01 M phosphate buffer, pH 7.0) was added via a second pump.
Only the organic phase was visible through the sapphire win-
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dow. After vigorous agitation with a magnetic stirrer, a Perkin
Elmer Lambda 2 spectrophotometer was used to measure the
absorbance of the organic phase between 200 and 1100 nm ata
variety of pressures. The scans were repeated several times each
hour to test the stability of the microemulsion. After scanning
was complete, cells were slowly depressurized, and the protein
remaining in the aqueous phase was subjected to further analy-
sts including direct comparisons to the initial sample.
Enzymatic activity in propane, Apparent kinetic parameters
for the subulisincatalvzed hydrolvsis of succinvhe-alanylt.
alinvie-prolybcphenvllanvlipnitroanilide  SAAPEN)  were
determined as follows. SAAPEN (0,96 mM in 0.01 M Tris-HCI
butter, pH 8.6) (10% of reactor volume) and Tween-83 (12.25%
wiv) were pliaced in the reactor prior 1o assembly and pressur-
ization with propase. Next isopropanol (16% viv) was added,
and the reactor was turther pressurized to the desired pressure
lor single phase microemulsion formation (~=2.500 psi). The
reactor was isolated and placed in a specrophatometer and
nonspecific hydrolysis of sAAPFN was determined by follow-
ing the increase in A, nm, The reaction was initiated by the
injection of 10 gl of subtilisin (18 mg/ml in 0.01 M phosphate
buffer, pH 7.8). Catalytic activity in hexanelTween-85 was deter-
mined as described previously', Use of a low substrate concen-
tration enabled the direct determination of apparent k /K, as
described previously for this enzyme and substrate system!2,
Re-transfer of proteins from microemulsions in propane to

an aqueous solution. A protein-containing single phase.

microemulsion, produced as described above, was vented to air.
The Tween-83/isopropanoliprotein solution remaining in the
reactor was then diluted 1:1 with hexane 10 reduce viscosity,
forming a water in oil microemulsion. The ionic strength of the
aqueous phase was increased by addition (1:10 viv) of a high
ionic strength phosphate buffer (0.5 M), pH 7.8, thus enabling
the transfer of protein from the organic to the aqueous phase.
After brief centrifugation, the aqueous phase was concentrated
and analyzed for structural and functional integrity of the
protein.
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VI. CONCLUSIONES.

El uso de detergentes no idénicos para la formacién de
micelas invertidas ha resultado en una mayor estabilidad
de las enzimas, como contrapartida a lo observado con los
detergentes idnicos. También se demostrd que las enzimas
permanecen activas aun después de haber sido solubiliza-
das en la microemulsién y reextraerlas a un medio acuoso.
Varias enzimas mostraron ser activas en un rango amplio
del Wo. Esto permitirid el estudio de la catdlisis enzima-
tica a diferentes concentraciones de agua. Esto sistemas
también nos permiten estudiar las enzimas en condiciones
en las que el agua presenta propiedades a las del agua
libre.

Con el Tween 85 se pudieron formar microemulsiones con
una alta capacidad para solubilizar agua y proteinas. De
particular “importancia fue que este detergente pudo
formar microemulsiones en liquidos altamente compresi-
bles. Nosotros proponemos que estos sistemas se pueden
utilizar en la purificacién y extraccién de proteinas.
Especialmente, la extraccién de proteinas utilizando ga-
ses bajo presién tiene la ventaja de que el solvente se
elimina al liberar la presidén, en tanto que la proteina y
el detergente se precipitan. Posteriormente el detergente
puede ser eliminado por filtracién. Por otro lado, la
solubilizacién de enzimas en microemulsiones a alta
presién, permitird realizar estudios sobre el efecto de
la presién en la dindmica estructural de proteinas oligo-
méricas y correlacionarlos con el contenido de agua en la
microemulsioén.

Algunos preguntas interesantes que no se respondieron en
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este trabajo son: ¢ Por qué las enzimas incrementaron su
actividad especifica después reextraerlas de la
microemulsién ?; ¢ Por qué bajo ciertas condiciones la
eficiencia catalitica fue mayor en la microemulsién ?; ¢
Cual es la causa de que ciertas enzimas mostraran mayor
actividad y estabilidad en la microemulsién ?.
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