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Resumen

Se realizdéd un estudio de ingenieria de solventes con el
citocromoe < en tres sistemas de reaccién: fluidos
supercriticos, microemulsiones Y sistemas monofdsicos
bicomponentes. El citocromo c es estable por lo menos durante
60 minutos en condicicnes supercriticas (40°C;105 bares vy
65°C;205 bares), pero no fue cataliticamente active en 1la
oxidacién de pireno en CO, supercritico en las mismas
condiciones. En sistemas de microemulsiones, el citocromo ¢
fue capaz de catalizar la oxidacién de cloruro de pinacianol
con perdxido de hidrégeno en bajos contenidos de agua {5%
v/vl. En los sistemas moncfdsicos bicomponentes la
modificacidén biccatalitica de sustratos hidrofébicos (pireno,
cloruro de pinacianol, difenilamina, azul de bromofencl vy
tiantreno) por citocromo ¢ es dependiente de la particién del
sustrato entre el sitio activo de 1la hemoproteina y el
solvente orgédnico. Se usaron diferenteé hemoproteinas como la
cloroperoxidasa y la hemoglobina, asi como una modificacidn
quimica y dos modificaciones genéticas del citocromo ¢
{citocromo c-PEG-MET, Phe82Gly v Lys79Ala, respectivamente},
con el objetivo de mejorar la particién hacia el sitio
activo. Al parecer, los cambios en hidrofobicidad de la
cavidad cercana al sitio activo son insignificantes
comparadas con los cambios en la hidrofobicidad del medio de
reaccidn. Se propuso un nuevo pardmetro de hidrofobicidad que
predice la conducta catalitica del citocrome ¢ y de la
ligninasa con todos los sustratos y sSolventes utilizados.
Este pardmetro basado en la actividad termodindmica y en la
polaridad del solvente, medido por el coeficiente de Dimroth-
Reichard, es adecuado en la prediccién de 1la conducta
catalftica de otras hemoproteinas con actividad peroxidasa
como la cloroperoxidasa, lactoperoxidasa y percoxidasa de
rébanc blanco.
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1 Introduccién

La enzimologia en medios no convencionales es un nuevo
campo de la biotecnologia gue ha abierto una gran variedad de
posibilidades en la aplicacién de las enzimas. Dentro de
estos intereses se encuentra la posibilidad de modificar
enzimdticamente sustratos hidrofébicos e insolubles en
medios acuosos.

Los hidrocarburos poliaromdticos son compuestos
hidrofébicos y tdxicos debido a su potencial comeo agentes
mutagénicos y carcindégenos. EStos compuestos se encuentran en
el petrdleo y ademds se generan por la combustidn incompleta
de combustibles fésiles. Debido a su alta hidrofobicidad su
biodegradacién es diffcil, siendo uno de los retos a superar
el encontrar un medio de reaccidn adecuado que disminuya los
problemas de transferencia de masa.

La biocatdlisis en solventes orgdnicos se presenta como
una opcién para la modificacidn de sustratos hidrofébicos,
va que reduce las limitaciones de transferencia de masa. Sin
embargo, la presencia de un solvente orgdnico en el medio de
reaccién riene repercusiones schre la comportamiento de los
biocatalizadores utilizados.

Por lo anteriormente expuesto, se planted como una
necesidad el realizar estudios de ingenieria de solventes
para este tipo de reacciones, con el propésito de determinar
el efectoc de las propiedades termodindmicas del solvente
sobre la biocatdlisis. De esta manera se pretende encontrar

un medic de reaccién adecuado que permita tanto la



modificacidn de los hidrocarburos peliaromdtices como la

permanencia activa del biocatalizador por larges periodos.



2 Antecedentes

2.1 Las enzimas como biccatalizadores industriales

La bioccatdlisis aplicada puede ser definida como la
utilizacién de una molécula bioldégica para lograr una conversidn
deseada de un sustrato a un producto baje condiciones controladas
en un biorreactcr. La biocatdlisis aplicada tiene sug raices en la
China antigua y en Japdn, en donde eran un arte mas gue una
tecnclogia. Actualmente, las aplicaciones de las enzimas abarcan
VAarios campos incluyendo la industria de detergentes,
farmacéutica, analitica, textil, papel y pulpa, azucarera, café,
alcohol, cervecera, ambiental, etc. en donde se les ha utilizado
como biocatalizadores, como preoductcs finales, como auxiliares de
procesos, ademds de otros usos. En la tabla 1 se enlistan algunos
ejemplos de enzimas utilizadas a nivel industrial.

El desarrollo en ventas de enzimas a nivel mundial ha tenido
un crecimiento exponencial desde 1966, con ventas de cerca de un
millén de ddélares, hasta aproximadamente un billén de ddélares
americancs en 1990 (76).

El aumento considerable en las aplicaciones de las enzimas
como biocatalizadores se ha debido, principalmente, a las
ventajas gque presentan sobre los catalizadores quimicos
convencionales, comoc son: alto poder catalitico, trabajan a
condiciones suaves de presidn, temperatura y pH, vy cofrecen alta
especificidad para los sustratos utilizados (dependiendo del medio
de reaccidn). El principal requisito para que las enzimas se usen

como biocatalizadores industriales es su estabilidad debido a su




contribucién en los costos de produccién.

También son factores a

considerarse los criterios de seguridad y aspectos legales.

Tabla I. Algunas enzimas actualmente utilizadas a nivel
industrial
Enzima Aplicaciones
a,B, Amilasas cerveceria, 1licores,
detergentes
Celulasa farmacéutica, textil, detergentes
Invertasa edulcorantes
Papaina cerveceria, farmacéutica
Renina queseria
Pancreatina farmacéutica
Proteasa detergentaeas
Lipasas léctea, panificacidén
Glucosa oxidasa alimentos, bebidas
Xilanasas papelera
Pectinasas cafetera
Raffinosa azucarera
Tomada de la referencia 76
2,2 Oxidacién biocatalitica de poliarométicos por
hamoprotaeinasg

Los hidrocarburos poeliaromdticos

{(HPA"s) son constituyentes

del petrdleo crudoc y de materiales derivados del carbdén como la

creosota o el alguitrdn de hulla.

suelos,
los
fésiles.

debido a

sus potenciales

(12,47,63,71).

HPA's en los diferentes organismos.

superficies de agua y sedimentos,
derrames y a la combustidn
Los HPA's son compuestos

efectos

Su dispersién en la atmésfera,
se debe principalmente a
incompleta de combustibles
contaminantes de importancia

téxicos 'y carcinogénicos

Numerosos son los estudios de los efectos de los

Por ejemplo, se ha reportado



gue el fenantreno, es t6xico para diatomeas marinas (43},
gastrépodos (63), crustdceos (71) y peces {12}.

varios microorganismos han sido reportades como capaces de
llevar a cabo la degradacién de estos compuestos (11, 14,31).
Griffoll et al. (31) reportaron gue la bacteria Pseudomonas
cepacia fue capaz de degradar HPA's en muestras de creosota
conteniendo antraceno, naftaleno, fenantreno, dibenzotiofeno,
acenafreno, pireno y carbazol, entre otros. Bogan et al. (14)
reportaron la degradacién de algunos HPA's por el hongo
Phanerocheate leavis ; los autores determinaron que la velocidad
de degradacién era mds alta que la reportada para el hongo P.
chrysosporium utilizando los mismos sustratos. Bezalel et al.
{11} reportaron que el hongo Plearotus ostreatus puede degradar
varios HPA's (como el fenantreno) produciendo varios metabolitos
y CO,. Otros sistemas de microorganismos reportados para degradar
HPA's son Pseudomonas stutzeri (32) y Mycobacterium sp. (16).

La principal dificultad en la degradacidén de HPA's es su
biodisponibilidad. Se sabe que mientras mds altc sea el nimero de
anillos bencénicos en un compuesto, disminuyve la capacidad de los
microorganismos de llevar a cabo su degradacidén. De esta manera,
los HPA's de mds de cinco anilles son considerados como
recalcitrantes al atague microbiano. Debide a su alta
hidrofobicidad, los HPA's se encuentran en el ambiente adheridos a
particulas y/o disueltos en bajas concentraciones por lo gue su
velocidad de degradacién depende a su vez de la velocidad a la

cual son desorbidos y disueltos en el medic (85).

6




Una manera efectiva de resolver el problema de la
biocdisponibilidad es usando un surfactante para disminuir la
tensién superficial (aumentando el &rea de contacto) y facilitar
con esto la solvatacién de compuestos hidrofdbicos. La naturaleza
del agente tensoactive puede ser quimica o bioldégica, conocides
egtos ultimos como biosurfactantes. Grimberg et al. {32}
reportaron la degradacién de fenantreno por P. stutzeri logrando
un aumento en la velocidad de disolucidén asi como en la velocidad
de degradacidén, wutilizande un surfactante ne¢ idnico. Por otro
lado, volkering et al. (84) reportaron gque la presencia de
surfactantes no idnicos aumenta la microdispersién Y
disponibilidad a la degradacidén del fenantreno y del naftaleno por
cepas bacterianas de Pseudomonas. Una forma adicional de disminuir
los problemas de transferencia de.masé en la degradacidén de HPA's
es utilizando solventes orgdnicos miscibles en agua (12}. &in
embargo, estos sistemas son inadecuados para los microorganismos,
El mayor campo de aplicacién de sistemas con solventes orgédnicos
en la modificacién de los HPA's radica en el uso de enzimas,
principalmente peroxidasas y algunas hemoproteinas (7,61,75,81).

Las peroxidasas son enzimas que comparten la caracteristica
de poseer a la protoperfirina IX como grupo prostético, La
principal funcién de estas enzimas es la oxidacién de sustratos
ligado a la conversién de H,0, en H,0. El intermediario enzimdtico
de las peroxidasas, como la peroxidasa de rédbanoc blanco (HRP),
lactoperoxidasa y cloroperoxidasa formado durante la reaccién con
peréxido de hidrégeno ha sido descrito como compuesto I, que

es una oxo(Fe")porfirina con un spin de electrones desapareado




asociado a cada anillo pirrélico o a alguin residuo aminodcido de
la periferia de la proteina. Para el casoc de la HRP, en exceso de
H,0, ¥y en presencia de un sustrato reductor, Arnac et al. (5)
reportaron gque el compuesto I puede llevar a dos posibles
caminos, dependiendo de la reduccién que tome este compuesto: si
la reduccién es por un electrén se produce el compuesto II Y
si es por dos electrones se obtiene la enzima en estado basal
(£Eigura 1).

En el figura 1 se muestra la ruta que sigue el compuesto II
pasando al compuesto III (peroxiferroporfirina) al adicionarle H,0,
Yy la posterior liberacién de O, para dar nuevamente a la enzima
en estado basal al reaccionar con el donador de electrones.

Como se muestra también en el figura 1 el compuesto I juega
un papel central. Como se menciondé anteriormente, la reduccidn
por unc o dos electrones permite oxidar algun sustrate, y ademds
el H,0, {que actua como sustrato suicida de las peroxidasa) puede
llevarlo hasta la inactivacién de la enzima.

Al parecer, el camino propuesto en la figura 1 podria
aplicarse a otras hemoenzimas como la manganeso peroxidasa, o la
ligninasa que también son inactivadas por la presencia de HQ,
{3,81). Dos hemoproteinas con actividad peroxidasa, como la
hemoglobina y el citocromo c, posiblemente sigan también el mismo
mecanismo de reaccidén que la HRP (61,75).

El citocromo P,,, es una familia de hemoproteinas presentes en
todos los tipos de microorganismos. Sus funciones abarcan desde la
sintesis de esteroides hasta la participacién en procesos de

desintoxicacidén. El citocromo P,, ha sido reportadoc como capaz de
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modificar HPA's (6,45). King et al. (45) fueron los primeros en
reportar la capacidad del citocromo P,.. purificado para formar un
complejo con el benzolalpirenc para llevarlo a una posterior
hidroxilacién. Ademds encontrarcn que era posible inducir wuna
enzima mds eficiente en su actividad benzo[a]pireno hidroxilasa de
acuerdo con la presencia del sustratoc poliaromdtico. En otras
palabras, las constantes catalfticas (K, y V,,) podian ser
manejadas de acuerdo a la concentracién de benzo[a]pireno en el
medio de crecimiento.

El citocromo P, requiere, en forma natural, de un cofactor
(NADPH) para su actividad; este reguerimiento puede ser
reemplazado si se utiliza un hidroperédzxido como agente oxidante.
En la tabla I se muestran los resultados de los cambios en las
constantes catalfticas al reemplazar al cofactor por hidroperéxido
de cumeno y perdxido de hidrégenoc {45)

Tabla I. Actividad benzofalpireno hidroxilasa del

cltocromo P, de levadura en sistemas reconstituidoa vy
artificiales

K, (M) V.. (min?)
NADPH 33 0.0167
Hidroperéxido de cumeno 125 0.0219
H,0, in situ 200 0.0337

King et al. (45}

Tantc el perdéxido de hidrégenc como el hidroperdxido de
cumeng generaron velocidades de reaccidén mds altas que el sistema

soportado por el NADPH. Sin embargo, la afinidad por el sustrato
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disminuye para ambos sistemas reflejada por un incrementoc en la
censtante de Michaelis-Menten. En los sistemas artificiales c<on
hidroperéxidos hay una generacidén mayor de quinonas, fenoles vy
dioles (45).

Masaphy et al. (55) determinaron las constantes cataliticas
de lia actividad benzolalpireno hidroxilasa del citocromo P,, en
fracciones microscmales y citosdlicas, wutilizando NADPH como
cofactor. Los valeres de las constantes de Michaelis-Menten (K,)
fueron 200 UM y 667 UM para las fraccicones microscmales v
citosélicas, respectivamente. Estos valores fueron mucho més
grandes que lcs reportados por King et al. (45) para el citocromo
P, purificado en el mismo sistema. Seguramente las limitaciones
difusionales presentes en las fracciones microsomales Y
citosélicas disminuyen la afinidad po-r el sustrato. Sin embargo,
la v, de los sistemas de Masaphy et al. (55) fueron
considerablemente mayores {0.125 y 0.570 min™' comparada con 0.0167
del citocromo P,,, purificado).

El citocromo P, ha sidc sometido a modificaciones genéticas
con el propésito de disefiar un biocatalizador con menor
especificidad en la hidroxilacién. Fowler et al. (27) reportaron
que la sustitucidén de un sélo aminodcido del sitio activo del
citocromo P,, (Tyr96Ala) permite la oxidacién de un nuevo
sustrato, difenil metano, produciendo un compuesto p-hidroxilado.
Modi et al. (57) reportaron que el citocromo P, era susceptible
de ser modificade quimicamente a través del reemplazo de su grupc
hemo por otras ferroporfirinas. La reconstitucién del citocromo

P,.. con el grupo hemo esterificado generd un biocatalizador mds
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eficiente (60 veces mas eficiente medido por el cociente k.. /K,)
comparade con el citocromo P,, con su dominico del hemo sin
modificar. As{ mismo, esta modificacidén presentd una afinidad 4
veces mayor al sustrato utilizado, reflejada en la disminucién de
la constante de disociacidn

La lignine peroxidasa es otra hemoproteina  presente
principalmente en los hongos lignoliticos ¥ juega un papel
importante en la degradacidén de la lignina. En presencia de H,0, la
lignino peroxidasa (ligninasa) es capaz de catalizar la oxidaciédn
por un electrén de una variedad amplia de compuestos arcmdticos
para producir, como productos iniciales, radicales catidnicos que
rdpidamente son oxidados. Por ejemplo, Sanglard et al. (69}
reportaron que la ligninasa es capaz de oxidar benzolalpirenc in
vitro en presencia de H,0, para dar lugar a tres productos de
oxidacién. La degradacidn in viveo del benzolalpireno lleva hasta
la produccidn de CO, y otros metabolitos solubles en agua y en
solvente orgdnico. Hammel et al. (35) reportaron la oxidacidén de
pireno por ligninasa en N,N-dimetilformamida produciendo
principalmente 1,8 v 1,6 pirenodionas tanto in viveo como In vitro.
También reportaron la capacidad de esta enzima para degradar 2-
clorodibenzolpldioxinas y dibenzo[pldioxinas.

vézquez-Duhalt et al. (8l) reportaron la oxidacidén in vitro
de nueve compuestos poliaromdticos por ligninasa en sistemas que
contenian solventes orgdnicos miscibles en agua, para disminuir
los problemas de transferencia de masa. En la tabla II se muestran
los resultados de la actividad especifica de la ligninasa junto

con los potenciales de ionizacidn de los HPA's. Como se muestra




en la tabla II, la ligninasa fue capaz de oxidar agquellos
compuestos que tienen un potencial de ionizacién (P.I) menor a 8

eV produciendo los compuestos hidroxilados o ceténicos.

Tabla 'II. Actividaa especifica y potenciales de
ionizacién de los HPA's en 1la oxidacién con 1lignine
percoxidasa.

Actividad Potencial de ionizacién (eV)
especifica
{sag™) Transferencia Impacto
Sustrato de carga electrénico
Pentaceno N.O.E. 6.55 B.69
9-Hetilantraceno 3.01 7.23 7.26
Carbazol 1.69 7.20 7.92
l-metilantraceno 1.62 N.D. 7.36
Pireno 0.33 7.72 7.45
Acenaftenc 0.28 7.70 7.70
2-metilantraceno 0.25 7.40 7.35
Fluoranteno 0.15 7.76 8.15
Dibenzotiofeno 0.06 7.93 8.14
Criseno N.R. 8.01 8.12
Fenantreno N.R. 8.03 g8.18
Trifenileno N.R. 8.19 8.10
Naftaleno N.R. B8.25 8.19
1-Metilnaftaleno N.R, 8.50 7.97
Fluoreno N.R. 8.52 8.03
1,3-Pifenilpropanc N.R. 8.60 8.53
Dibenzofurano N.R. 7.77 8.42
Bifenilo N.R, 8.80 g.46
Difenilmetano N.R. 9.00 8.60

Vvédzquez-Duhalt et al, (81)
N.O.E. No fue oxidacidén enzimdtica
N.R., no reacciocnd
N.D. no disponible
Las constantes cinéticas para la oxidacién de pireno fueron

afectadas por la concentracién de solvente orgénico en el medio,

es decir, gque el solvente orgdnico permite que la interacciédn
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sustrato-enzima se lleve a cabo pero tiene un efecto scbre el
comportamiento de la enzima (81).

De esteos resultados, los autores decidieron modificar a la
ligninasa con el objetivo de construir un biocatalizador més
activo y estable al solvente orgdnico. Para este propdsito
hiciercn reaccionar los grupos aminos libres de la enzima con
peolietilenglicol 0 por alguilacién reductiva utilizande
benzaldehido. El resultado fue una enzima con mayor hidrofobicidad
superficial pero con una menor constante catalitica en 1la
oxidacién de pireno en ambos casos y su estabilidad ante el
solvente orgdnico no fue mejorada (81).

Otra hemoproteina que participa en la degradacién de la
lignina es la manganeso peroxidasa, la cual produce iones Mn'’ que
son altamente reactives. La habilidad del acetato mangdnico de
producir oxidaciones por un electrén de benzolalpireno vy
dibenzolalpireno y la habilidad de algunos sistemas Mn(III)-H,SO,
para oxidar algunos HPA's se ha tomado como base para sugerir gque
compuestos de esta naturaleza pueden ser sustratos también para la
manganeso peroxidasa via la accidén de Mn' (13,15).

Bogan et al. {15} reportaron la oxidacidén in vitro de
fluoreno por un sistema de peroxidacidén de lipidos dependientes
de manganeso percxidasa (MnP) de P. chrysosporium, dando lugar al
mismo producto que se obtiene al utilizar el hongo completo en
cultivo liguido. Bogan et al. {13} reportaron que en el sistema
de peroxidacién de lipidos dependientes de MnP se podia llevar a
cabo la oxidacién de diferentes HPA's de la creosota. E1

porcentaje de degradacidén presentd una buena correlacidn con el



potencial de ionizacién. En este sistema fue posible oxidar HPA's
con altos potenciales de ionizacidén (como fenantreno, trifenileno,
y criseno}, los cuales no son sustratos para la lignino
peroxidasa; estos resultados sugieren que el posible mecanisme in
vivo para estos sustratos sea similar al de peroxidacién de
lipidos mediados por manganeso peroxidasa (13).

El citocrome ¢ es una hemoproteina con actividad peroxidasa
capaz de catalizar la oxidacidén de algunos sustratos téxicos como
benceno, o-metoxifenol, compuestos heterociclicos azufrados vy
compuestos poliaromdticos, en presencia de un agente oxidante como
H.O, (4,28,75,80) . El citocromo ¢ presenta varias ventajas como
biocatalizador: es activo en un amplio rango de pH (de 2 a 11},
tiene su grupo hemo covalentemente unido a la proteina (lo cual
permite su permanencia en la proteiné en presencia de solvente
orgénico}, es activo a altas concentraciones de solvente orgénico
y es relativamente barato (75). El citocromo c fue capaz de oxidar
compuestos organocazufrados como tiantreno, dibenzotiofeno vy
sulfuro de difenilo, entre otros, en un sistema que contenia 10%
de dimetilformamida. Los productos formados fueron los respectivos
sulféxidos, compuestos mds solubles y mds fdciles de degradar
{82). Torres et al. (75} determinaron la actividad catalitica
del citocromoe ¢ en la oxidacién de algunos hidrocarburos
poliaromdticos. En 1la tabla III se reproducen los resultados
reportados. El citocromo ¢ fue capaz de catalizar la oxidacién de
cinco HPA's. La oxidacién de HPA's por citocromo ¢ no presentéd
una cerrelacidén con el potencial de ionizacién, como en el caso

de la ligninasa. Por ejemplo, el citocromo ¢ oxidé el
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dibenzoticfeno (P.I. 7.93 ev) y no catalizd la oxidacidén de

acenafteno, ni de fluoranteno {P.I. de 7.7 ¥ 7.76
respectivamente) .
Tabla III. Actividad egpecifica del citocromo c de

levadura en la oxidacién de sustratos arométicos.

Sustrato Actividad especifica (min'')
Dibenzotiofeno 3.18 (+ 0.11)
Antraceno 2.08 (t 0.13)
Pilreno 1.28 (£ 0.32)
Baenzotiofeno 0.99 (£ 0.23)
Carbazol 0.87 (£ 0.11)
Fenantreno N.R.

Criseno N.R,.
Fluoranteno N.R.

Fluorenoc N.R.
Acenafteno N.R.
Trifenileno N.R.

Torres et al. (75)
N.R. no reacciond

Con el objetivo de disminuir la especificidad del citocromo
c, para aumentar el nuimero de sustrateos oxidados, asf como el de
aumentar la actividad catalitica, se le realizaron diferentes
modificaciones quimicas vy genéticas. Akasaka et al. (4)
inmovilizaron al citocromo ¢ en peoli-g-metil-L-glutamato ddndole
la capacidad de oxidar bencenc en un sistema c¢on bajo contenido de
agua. La constante catalitica del citocromo c¢ inmovilizado fue
similar a la del citocromo P,, y. al parecer, el mecanismo de
reaccidn podria ser el mismo para ambas protefnas. Un ejemplo de
la modificacidn de la actividad catalitica del citocromo ¢ fue
reportada por Fujita et al. (28}); el citocromo c al ser unido a

una bicapa de fosfolipidos aumentd considerablemente su actividad
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para oxidar c-metoxifenol ({10 wveces mds activo regpecto al
citocromo en forma libre) (28).

A través de modificaciones genéticas el citocromo ¢ aumentd
su eficiencia catalfitica 10 veces, en un sistema con 10% de
acetonitrileo, cuando el aminocdcido Phe 82 fue sustituido por
glicina (75). Al parecer, el aumento en la actividad catalftica se
debe a un mayor accesc del sustrato al sitio activo del citocromo
c (75).

La hemoglobina es otra hemoproteina que contiene cuatro
grupos ferrcporfirinas por molécula y es capaz de oxidar algunos
sustratos poliaromdticos {61). En la tabla IV se muestran los
resultados reportados por Ortiz-Ledn et al, (61). La hemoglobina
fue capaz de oxidar fluorene (P.I. 8.52 eV), el cual no fue
oxidado por ligninasa, ni por el citocromo ¢. La naturaleza de los
productos indica que probablemente el mecanismo de reaccidén sea
el misme para las tres proteinas (61,75,8l). La comparacién de
las constantes cataliticas en la oxidacién del pireno por
ligninasa, citocromo ¢ y hemoglobina colocan a la primera como el
mejor biocatalizador de HPA's (2.6 s, 0.13 s' y 0.15 g,
respectivamente) (61,81},

Varias investigaciones se han realizado con ferroporfirinas
que simulen el papel de las hemoproteinas . Estos sistemas son
llamados biomiméticos y se han realizade con el propdsito
principal de esclarecer 1los mecanismos de reaccidén de las

peroxidasas (7,33,72).
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Tabla Iv. Oxidacidén biocatalitica de HPA a por
hemcglobina y H,0,

Sustrato Potencial de Reactivo
ionizacidén (evV) reaccionado (%)

9-Hexlilantraceno ND 100.0
Antraceno 7.55 91.2 (£ 4.4)
Carbazol 7.20 83.9 (127.8})
Pireno 7.72 73.9 (£ 0.9)
Dibenzotiocfeno 7.93 48.9 (*30.7)
Fluoreno 8.52 N.R,
Acenafteno 7.70 N.R.

Criseno 8.01 N.R.
Dibenzofurano 8.77 N.R.
Fluoranteno 7.76 N.R.
Fenantreno 8.03 N.R.

Ortiz-Ledn et al (61)
N.D. no disponible
N.R. no reaccionéd

Azenbacher et al, {7) reportarcn que el gsistema
tetrafenilferroporfirina/icdosil-benceno oxidaba 9-alquil
antracencs de una manera similar al sistema con citocromo

P,,/iodosilbenceno y al sistema HRP/H,0,, dando lugar a los mismos
productos de reaccién., Habe et al. (33) encontraron que la hemina
en presencia de peréxido de hidrégeno o hidroperéxido de terbutilo
catalizaba el rompimiento del® enlace C,-C; del propano 1,3 diecl
de la misma manera que lo hacia la ligninasa, produciendo p-
anisaldehido. Estas reacciones fueron realizadas en
dimetilsulféxido o en 80% del mismo solvente en agua, y mostraban
el mismo pH Sptimo que para la ligninasa (pH 3). Shimada et al.
(72) demostraron gue el cloruro de tetrafenilferro(III)porfirina,

en combinacién con el hidroperéxido de terbutilo o iodosilbenceno,
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rompia los enlaces C,-Cy en las cadenas laterales de compuestos
modelos de lignina de la misma manera gque lo hace la ligninasa.

Torres et al. (75) reportaron gue para gue un grupc hemo
pueda catalizar la oxidacién del pireno necesita estar rodeado de
un ambiente protéico adecuado, ya gue ni la hemina, ni la
microperoxidasa, ni la peroxidasa de rdbano blanco fueron capaces
de catalizar la oxidacidén de pireno en presencia de H,0,.

Uno de los aspectos mds importante a considerar al utilizar
las hemoproteinas como biocatalizadores es su estabilidad ante
peréxide de hidrdgeno {3.,5}). Se sabe que las hemoprotefnas o
hemoenzimas se inactivan por la presencia de peréxido de hidrégenc
(figura 1); es decir, el perdéxido tiene un papel dual, es
necesario para llevar a cabo la oxidacidén del sustrato, y su
interaccién con el grupo hemo puedé llevar a la inactivacién
completa . Hasta el momento, la estabilidad ante HO, es el
principal problema a resolver en la biocatdlisis de
poliaromdticos por hemoproteinas y aungue el problema yva se ha
abordado haciendo uso de técnicas de medificacién quimica vy
genética (75,79), la estabilidad de 1las  hemoproteinas o
hemoenzimas es aun muy baja.

Por lo anteriormente expuesto, podemos decir que la
modificacidén biocatalitica de hidrocarburos polinuclearomdticos
por hemoproteinas se presenta como una alternativa interesante
para la disminucién de la toxicidad de estos compuestos. La
naturaleza de los productos es de una mayor facilidad a 1la

degradacién posterior por bacterias u otros microorganismos y su
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toxicidad es cientos de veces inferior siendo muchos de ellos no

mutagénicos (24) {tabla V).

Tabla V. Concentracién minima mutagénica de hidrocarburos
poliaromAticos y - sus respectivas guinonas.

Compuesto cMc*
(ng/ml)
Ciclopenta(cd)pireno 1.8
Ciclopenta(cd)pireno-3-diona 2600
Fenantreno N.M,
FPenantrenodiona N.M.
Benzo[alantraceno 570
Benzo[alantracenodiona N.M.
Criseno 750
Crisenoc guinona N.M.
Benzofalpireno 14
1,6-Benzol[alpirenodiona N.M.
3,6-Benzofalpirenodiona N.M.
4,5-Benzofalpirenodiona N.M.

Durant et al. (24)
* Concentracién minima carcinégena
N.M., No mutagénica

2.3 El citocromo ¢

El citocromo ¢ es una proteina mitocondrial cuya funcién es
transferir electrones en 1la cadena respiratoria del complejo
citocromo c¢ reductasa al complejo citocrome ¢ oxidasa. El
citocromo c consta de alrededor de 105 aminodcidos , de los cuales
el 39% se encuentra formando o-hélices, y tiene un peso molecular
aproximade de 12500 Da.

Los citecromo ¢ contienen un grupo hemo como sitio activo

(protoporfirina IX, figura 2} covalentemente unido a la proteina y
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que estd rodeado de los aminodcidos hidrofébicos. Un numero
considerable de secuencias primarias de citocrome ¢ de muchas
especies, asi como algunas estructuras tridimensionales son
conocidas (17,52,56). También existen en la literatura estudios
realizados para conocer la funcién de algunos de sus aminodcidos
en la transferencia de electrones (20,50,51,64). El grupo hemo del
citocromo c estd unido covalentemente a la proteina a través de
enlaces tioeter a los grupos sufhidrilo de las cisteinas 14 y 17.
Ademds estd unido por enlaces de coordinacién a la histidina 18 y
metionina B80. ©Los citocromos ¢ son capaces de transferir
electrones por un cambio reversible en el estado redox del fierro
del grupo hemo entre las valencias Fe II y Fe III {62).

El citocromo ¢ ha sido utilizado como biocatalizador en la
modificacién de sustratos hidrofébicos como son los compuestos
organcazufrados, dando como productos al respectivo sulfdxido
(80); los hidrocarburos poliaromdticos (75) para producir cetonas
o quinonas; benceno, dando lugar al fenocl (4) y guaiacol,
produciende polimercs del sustrato (28). El citocromo ¢ presenta
actividad de peroxidasa mostrando una buena actividad catalitica
al compararla con otras hemoproteinas como la hemoglobina y el
citocromo P,, (61); sin embarge, al compararla con verdaderas
peroxidasas (como la ligninasa y la de rdbano blanco) su
eficiencia catalitica es considerablemente menor; por lo que al
citocromo ¢ se le ha modificade tante gquimica (79) como
genéticamente (75) con el propésito de aumentar su actividad vy
estabilidad asi comc mejorar su capacidad como biocatalizador de

otras reacciones en sistemas conteniendo sclventes orgdnices.
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Figura 2. Protoporfirina X . Sitio activo del citocromo ¢

Dentro de sus desventajas, la principal de ellas es su
inestabilidad ante peréxido de hidrégeno (75,80), como se muestra

en Jla figura 5, 1lo cual obliga a realizar investigaciones



dirigidas a mejorar su estabilidad si es que se pretende aplicarlo

a gran escala.

5
T e
1
§ 27
>
0 L T 1 ¥ ¥ L
0 2 4 [ 10 12 14

pH

Figura 3. Efecto del pH sobre la velocidad de oxidacién de
dibenzotiofeno por cilocromo ¢ y peréxido de hidrégeno. Obtenido
de la refergncia 80.

2.4 Enzimologia en medios no convencicnales

Un gran nimero de enzimas han sido capaces de llevar a cabo
reacciones en sistemas con solventes organicos (22). Se le ha
llamado recientemente enzimelogia en medics no convencionales a
la aplicacidén de enzimas en sistemas que contienen un sclvente

orgdnico o que se realizan en sistemas no completamente acuosos,

23



Figura 4. Fepresentacitn de la molécula de citocromo C
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Figura 5. Efecto de la concentracién de perdxido de hidrégeno
sobre la estabilidad del citocromo ¢. Obtenido de la referencia
79.

En la tabla VI se muestran ejempleos de enzimas y reacciones
en este tipo de medios. Desde un puntc de vista biotecnoldgice,
existen numerosas ventajas al utilizar enzimas en medios no
acuosos, entre ellas estdn: aumento de la sclubilidad de sustratos
no peolares, comec en la oxidacién de hidrocarburos poliaromdticos
{61); ajuste del equilibrio termodindmico en favor de la sintesis
sobre la hidrdlisis, como en la sintesis de péptidos por lipasas
(46); aumento en la termcestabilidad de la enzima, como el caso de
lipasas gque se mantienen estables por largo tiempo a 100 °C (90);
la inmovilizacién de las enzimas muchas veces es innecesaria, por
ejemplo la oxidacién de alcohol por alcohol deshidrogenasa (88);

la recuperacién del producto es relativamente mds facil a]l
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utilizar solventes de bajo punto de ebullicién, comoc en la
sintesis de acrilatos por lipasas en fluidos supercriticos {41}; ¥
puede existir un cambic significativoe en la selectividad,
regioselectividad y enantioselectividad de la enzima, como en la
transesterificacién de fenilfenol por subtilisina (26), etc.

Para que exista actividad biocatalitica se reguiere de una
cantidad minima de agua. La cantidad indispensable requerida
depende de cada enzima y el medic en gue se encuentre (89). Las
evidencias recientes sugieren gque se necesita que los residucs
aminodcidos cargados sean solvatados por el agua para gque la
enzima sea catalfiticamente activa (89).

Por ejemple, la ¢-guimctripsina se mantiene activa (en un
sistema con butano) con tan sclo 50 mcléculas de agua por molécula
de enzima, mientras que otrés enzimas hidroliticas como
subtilisina y varias lipasas a menudo requieren concentraciones
mucho menores (23). Esta concentracién de agua es desde luego
dependiente del tipo de solvente utilizado, como mds adelante se
explica.

La naturaleza del solvente puede afectar a la catdlisis
enzimatica en tres formas diferentes: primero, el solvente puede
causar inhibicién o inactivacidén por interaccién directa con la
enzima, al destruir los puentes de hidrdgenco y las interacciones
hidrofébicas, o simplemente cambiando la constante dieléctrica del
ambiente. Segundo, el solvente puede afectar la interaccién del
sugstrato y del producto con el sitic active de la enzima.
Finalmente, el solvente puede interactuar directamente con las

moléculas de agua esenciales para la enzima (37, 48,53,58).
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Tabla vI. Reacciones enzimaticas en sistemas con
golventes orgdnicos

Reaccién Enzima Medio
Oxidacién de colesterol colestercl oxidasa toluenec
oxidacisén de alccholes alecohol deshidrogenasa éter
Oxidacién de fencles peroxidasa de rébano dioxanco
Hidrélisis de sacarosa lavansacarasa acetoni-
trile
8intesis de péptidos gquimotripsina dimetil-
formamida

Resolucién de mezclas

racémicas lipasas heptanc
Condensaclén de glucosa glucoamilasa atilen-
gliceol
8intesis de sacaroca invertasa butanol
g8intesis de poliésteres lipasas éter

Tomada de la referencia 22

Todo esto nos lleva a la necesidad de estudiar en forma
profunda el efecto de la naturaleza del solvente, que
principalmente se ha hecho a través de pardmetros termodindmicos,

sobre el comportamiento biocatalitico de la enzima.

2.5 Ingenieria de solventes

La seleccién del mejor solvente para una reaccidén dada
depende de varios factores como la compatibilidad del solvente con
la reaccidén de interés, se deberd tomar en cuenta gue la particidn

de los sustrates y productos ne causen inhibicidn de la enzima al
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ser retenidos cerca del sitio active (70,86). Otros factores a
considerar son: que el sclvente sea inerte, lo menos toXico
posible, disponible, de bajo costo y principalmente que afecte lo
mencs posible a la estructura de la enzima. Sin embargo, la
seleccidén del solvente a utilizar es, hasta la fecha, realizada en
forma mds bien empirica.

Numerosos estudios se han realizado con el propésitoc de
encontrar las caracteristicas fisicoquimicas de los medios de
reaccidn, o de algunas de las partes que 1los constituyen, gque
ayuden a explicar el comportamiento biocatalitico de las enzimas
en medios no convencionales y que ayuden a predecir el
comportamiento en medios aun no ensayados (18,41,44,48,73).

El trabajo pionero sobre el efectoc de los solventes organicos
en la biocatdlisis fue realizado por Laane et al. (48). Ellos
concluyeron que los solventes mds apropiados para la actividad
catalitica son aquellos con wun log P> 4 (donde P es el
coeficiente de particién entre l-octanol y agua), 1o0s solventes
con un log P entre 2 y 4 son de comportamiento impredecible y
aquellos con un log P< 2 no son adecuados para la biocatdlisis
debido a que estos pueden competir por el agua necesaria para la
conformacién de la enzima.

Yang et al. (B6) encontraron que la polaridad del sustrato Yy
producto tienen gue tomarse en cuenta en la correlacién propuesta
por Laane et al. {48). Los autores propusieron que para sustratos
polares los solventes mds adecuados son los que tienen un log P
menor a 2 y para solutos apolares los mejores solventes son

aquellos con un log P mayor a 4.
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Otros muchos estudios se han llevado a cabo con el fin de
explicar mediante parametros fisicoquimicos (constante
dieléctrica, coeficientes de solubilidad, pardmetros de
sclvatacidn, etc.) y estructurales (fluorescencia de proteinas) el
comportamiento de las enzimas (cambios en la especificidad,
actividad, selectividad, etc.} {(26,44,67}.

Por ejemplo, Fitzpatrick et al. (26) observaron gque la
enantioselectividad , medida como un coeficiente que relaciona las
constantes cinéticas (k. /K,) ¢/ (k.,./K,): ., donde el subindice S y R
denotan a los enantidmeros S y R, de la subtilisina disminuyd
cuandco la constante dieléctrica del solvente aumentd en la
resolucidén del (+)l1-fenil-etanol por la transesterificacidén con
butirato de vinilo. Ellos argumentaron que la disminucidn en la
flexibilidad de la enzima, al colocarla en solventes de baja
constante dieléctrica, fue la causa del cambio en la selectividad.

La actividad especifica del «citocromo ¢ mostrd una
correlacidn con el coeficiente de Dimroth-Reichard para varios
solventes miscibles en agua, dande come resultado que los mejores
solventes para esa reaccion son agquellcs con coeficientes cercanos
al del agua (79). El coeficiente de Dimroth-Reichard es un
pardmetro de solvatacién basado en la energia de banda de 1la
transferencia de carga de un compuesto en diferentes solventes
(66) .

Rossell et al. ({67) reportaron que la tendencia a la
desnaturalizacién de proteifnas por mezclas acuosas de solventes
orgédnicos podia ser predecible con base en los cambios de

solubilidad de wun sustrato hidrofébico. Ellos utilizaron al
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naftalenc como sustrato y midieron sus cambios en la solubilidad
al incrementar la concentracién del solvente, as{ como al cambiar
el tipo de solvente utilizado. Al correlacionar estos resultados

con la C,, {concentracién de solvente a la cual se cbtiene la mitad

de la actividad maxima) de wvarios  biocatalizadores como
mioglobina, tripsina, guimotripsina, citocromo ¢ Yy lacasa
encontraron buenas correlaciones, apoyando la tesis que la

desnaturalizacién por solventes orgdnicos tiene que ver con la
disminucién del efecto hidrofdbico.

Kijima et al. (44) utilizaron los cambios estructurales de la
a-quimotripsina, medidos como los cambics en la longitud de onda
de emisién médxima, provocados por la presencia de solventes
miscibles en agua, para correlaciconarlos con la actividad
catalitica en la hidrélisis de ésteres. Los resultados arrojades
(para soclventes como tetrahidrofurano, 1,4-dioxano,
dimetilformamida, etanol vy acetonitrilo} mostraron buenas
correlaciones, concluyendo con esto que los cambios estructurales
de la enzima eran los principales responsables de los cambiocs en
la actividad catalitica

Como se menciond anteriormente un aspecto que se debe
considerar en la biocatdlisis con solventes orgdnicos es el
contenido de agua. Se sabe que la enzima necesita cierta cantidad
de agua para mantener su conformacidén activa. En estos tipos de
sistemas existe una cierta competencia por agua entre la enzima,
el solvente, el sustrato, el producto y el soporte. Por lo
anterior, es recomendable utilizar como pardmetro de contenido de

agua a la actividad termodindmica, que nos indica la
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disponibilidad real del agua para la enzima y es un valor igual en
todas las fases del sistema. Vvalivety et al. (77} correlacionaron
la actividad del agua con la velocidad de reaccidén de
trangsesterificacién por una 1lipasa, en diferentes solventes
organicos, y concluyeron gue existe una actividad de agua dptima
para la velocidad de sintesis y gue es independiente del solvente
orgdnico utilizado.

Se ha adoptado el término de INGENIERIA DE SOLVENTES
(23,34) para definir el estudio de las caracteristicas
termodindmicas de los sistemas de reaccidén que influencfan el
comportamiento de las enzimas en medios no convencionales. La
ingenieria de solventes extiende su campe, no sclo a los sistemas
monofédsicos y bifdsicos, sine tambien a los sistemas de
microemulsiones y fluidos supercriticos.

Los fluidos supercriticos (FSC) son materiales condicionados
arriba de sus condiciones criticas (T_.,P,) que han demostrado ser
medios de reaccién apropiados para la biocatdlisis y sus
propiedades termodindmicas los asemejan a los solventes orgédnicos
convencionales, con caracteristicas adicionales de gran interés
para la investigacidn (3%,59).

Este tipo de sistemas, como ha sido reportado por Sanjay et
al. (41), son muy atractivos para hacer ingenieria de solventes,
es decir, para el estudio de la relacién ambiente-estructura-
funcién, ya gque es posible manipular las caracteristicas
termodindmicas de estos medios con cambios en la presidén vy/o

temperatura.
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Aparte de esta propiedad importante, los fluidos
supercriticos presentan caracteristicas adicionaleg a los
solventes orgdnicos gQue aumentan su atractive como medios de
reaccién para la biocatdlisis. Entre ellas estén la de tener
coeficientes de difusién similares a los de los gases, su tensidn
superficial es de casi cero, viscosidad del orden de magnitud de
los gases y una densidad similar a la de los liguidos. Por todo lo
anterior, la Dbiocatdlisis en fluidos supercriticos es muy
atractiva para el estudio de la enzimas en medios ne acuosos.

En la tabla VII se muestra un pequefio listado de reacciones
enzimdticas en condiciones supercriticas. Como se muestra en la
tabla, el CO, ha sido el medio m&s utilizado para reacciones en
condiciones supercriticas. Varios son los motivos: el CO, tiemne
condiciones criticas relativamenté bajas (T.= 31 C y P.= 0.38
Mpa), es un material no téxico, relativamente barato e inerte a
los productos y sustratos. Sin embargo, Sanjay et al. (40)
reportaron que el CO, es capaz de inhibir la actividad de las
enzimas al formar carbamatos cuando este reacciona con los grupos
aminos libres de los residuos amincdcidos. Los autores concluyeron
que lo mds adecuado para sequir trabajando con el CO, es utilizar
temperaturas arriba de los 60 °C para evitar la formacién de
carbamatos y asi aprovechar las ventajas de este fluido.

Qtros materiales han sido probados en condiciones
supercriticas como medios de reaccién con el fin de mejorar la
actividad y estabilidad de algunas enzimas. E} uso de etano,
propano, fluoroformo y hexafluorurc de azufre en condiciones

supercriticas como medio de reaccién para sintesis de acrilatosg
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por la lipasa de Candida cylindracea ha sido reportado (41). Por
los resultados obtenidos, el fluoroformo aparece como un buen
material para estudios de ingenierfia de solventes debido a que
presenta los cambios mas evidentesg en sus propiedades
termodindmicas al alterar la presidén del sistema. Sin embargo
estos materiales reportados presentan la desventaja de ser
téxicos, explosivos o de empleo muy delicado per lo que sus
estudicos a nivel tanto investigacién como industrial seon

limitados.

Tabla VII. Reacciones enzimaticap en fluidos supercriticos

Reaccidn Enzima Medio de reaccién
Yy condiciones

Acidélisis de treoclina lipasa co,, S50°C, 100 atm
Oxidacién de colesterol colesterol Co,, 35°C, 100 atm
oxidasa

Transesterificacidn
de 4cido palmitico lipasa CO,, 40°C, 28 MPa

Alcohdlisis de acetato
de etilo mirosinasa Co,, 60°C, 100 b

Esterificacién de
4dcido oléico lipasa co,, 40°C, 13 MPa

Tomada de las referencias 39 y 59.

Otro sistema que se ha empleado con éxito en la biocatdlisis
en medios no convencicnales son las microemulsiones sin detergente
(42). Este tipo de microemulsiones son dispersiones de gotas de
agua en un sclvente apolar, los cuales son termodindmicamente

estables y dpticamente transparentes. La gotas estdn estabilizadas
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por moléculas de alcohol adsorbidas en su superficie y poseen
simetria esférica. Los didmetros de las gotas estdn en el rango de
50 a 300 A dependiendc de la compesicién del sistema (relaciédn
agua/alcohol), lo que provee un microambiente en el cual las
enzimas se pueden solubilizar reteniendo su actividad catalitica.
Este sistema es similar al de micelas invertidas, pero presenta la
ventaja de eliminar el problema de la presencia de surfactantes lo
que facilita la recuperacién de la enzima y la purificacién de los
productoes

Khmelnitsky et al. (42) reportaron que la colesterol oxidasa
es capaz de oxidar a su sustrato natural, el colesterol, en un
sistema agua/hexano/isopropancl. Fedorak et al. (25) reportaron la
modificacién de petroporfirinas y asfaltenos catalizada por
cloroperoxidasa en un sistema agua—isépropanol—tolueno, manejando
bajos contenidos de agua de hasta el 5%.

Los sistemas de microemulsicnes han sido muy estudiados tanto
termodindmica como estructuralmente, as{ como el efecto de estos
en la cinética y estabilidad de las enzimas. Es oportuno mencionar
que scon los sistemas mds complejos de la biocatdlisis en medios

noe convencionales (19,29,60).

2.6 Modificacién quimica a ingenieria genética de
proteinas en medios no convencionales

Los métodos de modificacién quimica e ingenierfa gendtica de
proteinas han sido propuestos para la biocatdlisis en medios no
acuosos comc una opcidén mlds para mejorar la actividad y

estabilidad enzimdtica (37,53)
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Yoshimoto et al. (74) modificaron a la peroxidasa de rébano
blanco al unir covalentemente polietilenglicol derivatizado de
peso molecular 5000 Da a sus grupos aminos libres. La enzima
modificada fue soluble en solventes orgdnicos polares y apolares,
Y retuvo su capacidad catalitica. Dada la naturaleza amfipdtica
del polietilenglicol, 1la cantidad de agua requerida por esta
enzima es menor gue la requerida por la forma nativa.

La inmovilizacién de wuna proteina puede cambiar su
comportamiento catalitico en solventes orgdnicos y acuosos (2,4).
La naturaleza del soporte en el cual las enzimas son inmovilizadas
puede afectar tanto sus constantes cinéticas como su estabilidad,
dependiendo también este efecto del tipo de solvente utilizado.
Por ejemplc, los soportes hidrofilicos impiden gue log sustratos
hidrofdébicos lleguen con facilidad al sitio activo para su
posterior transformacién a productos y, por tante, la K, de
sustratec aumenta, ocasionando la disminucién de la eficiencia
catalitica; ademds, el soporte hidrofilico puede competir por el
agua necesaria para que la enzima sea activa (2).

Adlercreutz {2) inmovilizd é la a-quimotripsina en varios
soportes de diferente aquafilicidad (relacién contenidoc de agua
del soporte/contenido de agua del medio) para estudiar el efecto
de la naturaleza del soporte scobre la actividad de esta enzima en
la esterificacién del N-acetil fenilalanina con etancl. EIl
resultado logrado indicd que los soportes con baja aguafilicidad
eran mejores para la esterificacidn con @-guimotripsina. Este
resultado sugiere gue el soporte y la enzima compiten por el agua

disponible en el medio, por lo cual, los soportes con baja
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aquafilicidad permiten que la enzima se hidrate suficientemente
mostrando asi buena actividad catalitica.

Las enzimas pueden ser redisefiadas para permitir la catdlisis
en medios no acuocsos a través de la ingenieria de proteinas,
alterando con esto sus propiedades fisicas, quimicas Y
fisicoquimicas, adapténdose mejor al nuevo sistema de reaccidn
(37},

Los solventes polares representan un medio de reaccidn
adecuado para muchas aplicaciones industriales y de sintesis.
Desafortunadamente, existe una relacién directa entre la actividad
enzimdtica y la polaridad del solvente gque indica que los
solventes polares no son muy adecuados para 1la biccatdlisis
(23,48). Este efecto nocive de los solventes polares sobre las
proteinas no es de sorprenderse, debido a gque las enzimas no
fueron disefiadas naturalmente para trabajar en esos medios. Las
interacciones no covalentes gque determinan la estabilidad de la
enzima alcanzardn un nuevo equilibrio en un sistema orgdnico que
puede resultar en la pérdida de actividad catalitica y en algunos
casos en el plegamiento (37,53). Sin embargo, el empleo de la
modificacién en la secuencia de aminodcidos de la proteina, gque se
presenta como una herramienta de fécil acceso hoy en dia, puede
resultar en una redistribucién de las interacciones criticas y por
lo tanto compensar los efectos desfavorables por el cambio de
ambiente de la enzima. El resultado final podria ser una variante
de enzima que exhiba una mayor estabilidad y/c actividad en el

medio nuevo {37).

36




La modificacidén en la secuencia de aminodcidos deberd, si es
que se pretende obtener una variante cataliticamente mejor, bajar
la energia libre de la forma activa ¢ aumentar la de la forma
inactiva, en presencia del solvente. Para lograrlo pueden
emplearse algunas reglas de diseflo reportadas en la literatura
{53). entre las que destacan las siguientes: remocidn de cargas
superficiales, introducir nuevos puentes disulfuro, introducir o
mejorar los puentes de hidrégeno existentes y otras interacciones
electrostdticas, incrementar las interacciones de van der Waals,
etc.

Por ejemplo, Martinez et al. (53) mejoraron la estabilidad de
la o-liticoproteasa en la sintesgis de péptidcs en
dimetilformamida, al sustituir aminodcidos superficiales cargadocs
por amincdcidos hidrofébicos, disminuyendo con esto la necesidad
de agua por la enzima y aumentando la compatibilidad de la misma
con el solvente orgdnico. Los autores aclararon que los efectos
de las mutaciones sobre la estabilidad no podrian ser explicados
unicamente por estos argumentos, sino que otras interacciones
pueden estar presentes.

Por lo anteriormente expuesto, es evidente gque existe la
necesidad de estudios de ingenieria de solventes gque ayuden a
conocer y establecer los principics de la enzimologia en medios
no convencionales. Para Lo cual nos hemos propuesto los siguientes

objetivos para el presente trabajo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Estudiar el efecto de tres sistemas de reaccidén (sistema
monotdsico de bicomponentes, microemulsicnes Yy fluidos
supercriticos) sobre el comportamiento biocatalitico del citocromo
¢ en la oxidacién de hidrocarburos poliaromdticos, principalmente,
y correlacionar su comportamiento c¢on pardmetros termodindmicos

que describen a cada sistema.

3.2 Objetivos especificos

1) Ensayar diferentes sustratos para determinar el efecto de
la hidrofobicidad de los mismos en la biocatdlisis con citocromo
C en sistemas con solventes miscibles en agua de hidrofobicidad
variable como acetonitrilo, tetrahidrofurano, isopropancl, metanol
v etanol.

2) Determinar el efecto de la actividad de agua y la
actividad del solvente en la biocatdlisis en sistemas monofdsicos
bicomponentes con citocromo ¢

3) Determinar el efecto del contenido de agua en la actividad
catalitica del citocromo c en microemulsiones
agua/isopropanol/hexano, agua/isopropanol/gasolina blanca v
agua/isopropanol/tolueno.

4) Estudiar el efecto de las variaciones en presién y
temperatura del €O, en estado supercritico sobre la catdlisis con

citocromo c.
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4 Materiales y métodos

4.1 Reactivos

El citocromo ¢ de corazdén de caballec, el iso-l-citocromo ¢
de 1la levadura Saccharomyces cerevisiae, hemoglobina humana y la
cloroperoxidasa del hongo Caldarcomyces fumago fueron compradas a
Sigma Chemical Co. La ligninasa fue comprada a Tienzyme Inc. El
cloruro de pinacianol, pireno, tiantreno y la difenilamina se
obtuvieron de Aldrich Chemical Co. El azul de bromofenol se compré
a Bio-rRad. El peréxido de hidrégeno y 1las sales para la
preparacién de los amortiguadores se compraron a T.J. Baker. Los
solventes orgdnicos, todos grado HPLC, como el tolueno,
isopropanol, acetonitrilo, hexano, tetrahidrofufano, metancl,
etanol fueron marca Merck. El tetrahidrofurano {(THF)} fue destilado
en presencia de sulfato ferroso antes de su uso para evitar la
presencia de peréxidos.

El citocromo ¢ fue modificado con polietilenglicol activado
comoc ha sido reportado previamente (79). Como producto de las
investigaciones hechas en nuestro laboratorio, contamos ademas
dos modificaciones quimicas del citocromo ¢ que son catalizadores
con una menor especificidad en la oxidacién de HPA's, ademds de
ser mas estables en solventes orgdnicos que la protefna nativa.
Estas modificaciones quimicas fueron llamadas citocromo-PEG-MET y
citocromo-PEG-TMS, va que fueron modificadas primero con
polietilenglicol (en sus grupos aminos libres) y metiladas (en los
carboxilos de los grupos propionatos del hemo y los carboxilos
libre de la proteina)., en el primer caso; y sililadas (en los

grupos oxidrilos, aminos y carboxilos libres de la proteina), en
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el segundo caso. Las variantes genéticas fueron obsequiadas por
el Dr. A. Grant Mauk, del Departamento de Bioguimica y Bioleogia

Molecular de la Universidad de British Columbia, Canad4.

4.2 Actividad especifica

La determinacién de las actividades especificas del citocromo
¢ y las diferentes hemoproteinas, as{ como de las variantes
genéticas vy quimicas del ©citocromo < fueron realizadas
espectrofotométricamente, siguiendo la disminucidn en la
absorbancia del sustrato, en la longitud de onda adecuada para
cada uno de ellos. El volumen de reaccién fue de 1 ml en una celda
de cuarzo que contenfia a los sustratos en una concentracién 20 UM
(excepto para el cloruro de pinacianol la cual fue de 13 uM) en
diferentes proporciones de solvenﬁe ofgénico en buffer, El buffer
utilizado en cada caso fue para el citocromo c y la hemoglobina
fosfatos 60 mM pH 6.1, citratos 60 mM pH 3 para la cloroperoxidasa
y acetatos 60 mM pH 4 para la ligninasa. La reaccién dié inicio
con la adicién de H,0, a una concentracién 1 mM, excepto para la
ligninasa y la cloroperoxidasa a las que se les adiciond 30 UM y
250 pM respectivamente. El control consistid del mismo medio de
reaccién en ausencia de las hemoproteinas.

El equipo utilizado fue un espectrofotdmetro Beckman DU-650.
Para el cdlculo de la actividad especifica se utilizaron los
coeficientes de extincidén de cada sustrato, los cuales son (en
Mlem!), 82350 a 603 nm para el cloruro de pinacianol; 32600 a 335

nm para el pireno; 35000 a 254 nm para el tiantreno; 77240 a 595



nm para el azul de bromofenol y 113600 a 279 nm para la

difenilamina.

4.3 Diferencia de espectros

La deteccién de la interaccidén del citocromo c con dos
sustratos, pireno y tiantreno, se hizo midiendo el cambio en el
espectro del citocromo ¢, en ausencia y presencia del sustrato. La
celda de cuarzo contenfia al sustrato a una concentracién 40 pM en
diferentes proporciones de THF en buffer de fosfatos y 5 HUM de
proteina. El espectro control fue el del citocromo ¢ en ausencia
del sustrato. La diferencia de espectros fue detectada en un

espectrofotémetro Beckman DU 650 en el rango de 350 a 450 nm.

4.4 Determinacién de la hidrofobicidad de los sustratos
t.a hidrofobicidad de los sustratos se estimé como el tiempo
de retencidn, o elucién, en una columna C,; 5 micro (3.9 x 150 mm)
fase reversa en un sistema HPLC de Waters con un detector UV-
visible. La fase de elucién fue de una mezcla acetonitrilo-agua

(60:40 v/v) con un flujo de 1 ml/min.

4.5 Determinacién de proteina

La concentracién de protefina fue determinada por el método
de Bio-Rad utilizando una curva estandar de proteina de suero de
bovino (BSA). También se estimé la concentracién de proteina
espectrofotométricamente utilizando como coeficientes de
extincién: 29000 M'cm!' a 550 nm para el citocromo ¢ de corazén

de caballo, 28000 M'cm' para el citocromo ¢ de levadura y 168000
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M'lcm' a 409 nm para la lignino peroxidasa (75). Los citocromos
fueron cuantificados en su forma reducida, la cual se obtuvo en

presencia de metabisulfito de sodio vy atmésfera de nitrégenoc.

4.6 Determinacién de la actividad termodinAmica
La actividad termodindmica se determind calculando el coeficiente
de actividad en base a las ecuaciones NRTL para el solvente

orgédnicec v el agua indicada a continuacién:

2
Lny, = x2| Ty, Cas + 112Gz 2
x, +x,G,, (x, +x,G,,)
G ? 1,,G
Lnya = x2 7*[2 12 + 21721 .
x, +x,Gy, ) (x, + xanl)

donde Ln ¥, y Ln ¥, son los logaritmos de los coeficientes de
actividad para el solvente y el agua, respectivamente. El cdlculo
de la actividad se realizé multiplicando el <coeficiente de
actividad por la fraccidén mol. Para las dos ecuaciones anteriores
T,= A,/RT; T,= A,/RT; G,= exp (-a,T,); G,= exp(-0,T,). Los
valores de A,,, A,, @, son constantes del equilibrio vapor-liquide
a 25 °C ¥y 1 atm de presién (tabla VIII} cuyas unidades estdn dadas
en cal/mol con el valor de R de 1.98721 cal/mol°K y las unidades

de temperatura en °K.
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Tabla VIII. Valores de 1las constantes del equilibrioc
vapor-liquidc de 1los sistemas monofdsicos bicomponentes
utilizados.

Sistema A,, A,, @,

Agua/acetonitriloe 1133.6715 g890.5739 0.5296
Agua/etanol 26.6043 869.7678 0.2945
Agua/metanol ~-45.,9344 373.8877 0.3022
Agua/lisopropanol B89.1266 1177.3322 0.2884
Agua/tetrahidrofurano 1007.9396 1296.3189 0.4512
Agua/acetona 645.3153 765.8810 0.4304
Agua/etilenglicol 360.1873 -391.2880 0.2950

Tomados‘—aa la referencia 30

4.7 Estabilidad en fluidos supercriticos

El citocromo ¢ se adsorbid en perlas de vidrio de didmetro
0.5 mm liofilizando una solucién de la proteina en presencia de
las perlas, quedando una concentracién final de 0.5 mg de
proteina/gr de perlas. Dos gramos de protefna inmovilizada se
incubaron en CO, en condiciones supercriticas en una celda
cilindrica de acero inoxidable de 10 cm de altura por 2 cm de
didmetro de base (figura 6). Después de la incubacidén a
diferentes tiempos, el citocrome c se redisolvié en buffer de
fosfatos 60 mM pH 6.1 y se determiné su actividad especifica en la
oxidacidén de cloruro de pinacianol con H,0, como fue explicado
anteriormente.

Para detectar la existencia de reaccidén catalitica en
condiciones supercriticas dos gramos de proteina inmovilizada ge
colocaron en la celda de reaccién junto con los sustratos en forma

g6lida, 20 nmoles de pireno y 1 umol de hidroperéxido de cumeno a
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diferentes condicicnes supercriticas (figura 6). Los tiempos de
reaccién fueron manejados en forma estdtica en un principio (sin
remocién del sustrato, vdlvula B abierta y vAlvula C cerrada;
figura 6) y después en forma dindmica (removiendo el sustrato
hacia la trampa de anabolitos, védlvula B cerrada y vélvula C
abierta; figura 6}. En algunas ocasiones se inyectd acetonitrilo
como cosolvente a la celda de reaccién {unicamente en la forma
dindmica) y la proteina se hidraté a diferentes actividades de
agua. Después de llevar al sustrato a la trampa, se extrajo <on
tetrahidrofurano o dimetilformamida para colectarlo en viales
(figura 6). Finalmente se midié el espectro de absorcidén del
sustrato y se compardé con el espectro del sustrato puesto a las
mismas condiciones pero en ausencia de la proteina.

El trabajo en fluidos supercriticos se realizé en el laboraterio
del Dr. Eduardo Birzana Garcia de la Facultad de Quimica de la

UNAM.

4.8 Hidrataclén del citocromo ¢ adsorbide

El citocromo ¢ adsorbido en perlas de vidrio se colocéd en un
desecador a 4 °C en presencia de diferentes soluciones de sales,
con el propésito de hidratarlo a diferentes actividades de agua.
Se obtuvo la isoterma de adsorcién de agua por la proteina
midiendo el incremento en peso de la proteina al cabo del tiempo,
llegando a la saturacién a los tres dias. Una vez logrado el
equilibrio, el citocromo c estuvo listo para el ensayo de
catidlisis. Las sales utilizadas fueron las siquientes: sulfato de

potasio, para una actividad de 0.973: sulfate de amonio, para una




actividad de 0.8; cloruro de calcio, para una actividad de 0.635 vy

cloruro de magnesic, para una actividad de 0.343.

4.9 Actividad catalitica en microemulsiones

La reaccidn en los sistemas agua-isopropanocl-toluenc, agua-
isopropanol-hexano y agua-isoprancl-gascolina blanca se llevé a
cabo en una celda espectrofotométrica de cuarzo de 1 ml gue
contenia 13 UM de cleruro de pinacianol, 1lmM de H,0, y diferentes
concentraciones de solventes las cuales formaban una microemulsién
estable y transparente. La fase agua consistié en una solucidén 6
mnM de fosfatos pH 6.1. La actividad especifica se cuantificé como

fue descrito anteriormente.
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Figura 6. Equipo de extraccidn supercritica utilizado en los experimentos de biocatdlisis con
ciocroma ¢ en CO, supercritico.
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5 Resultadoes y discusiodn

Actividad catalitica en fluidos supercriticos
5.1 Estabilidad en condiciones supercriticas.

El citocrome C es estable a las condiciones
supercriticas ensayadas de 40°C; 105 bares y 65°C; 210 bares.
En la figura 7 se muestran lcs resultados de la actividad
residual en la oxidacidén de clorure de pinacianol por
citocrome c. La hidrofobicidad del CO, en estas condiciones es
gimilar a la del hexano en condiciones normales (39), por lo
que no es capaz de competir por el agua gque la protefna
retiene como parte de su estructura, es decir, el citocromo c
aparentemente no es afectade a nivel estructural por la
presencia de CCO,. Esto se refleja en la conservacién del 100%
de la actividad, al menos en los primeros 60 minutos de
incubacién.

En la figura 7 también se muestra la actividad residual
del citocromo ¢ después de ser incubado a 40 y 65 °C en agua a
presién atmosférica. Después de 60 minutos de incubacidén a
40°C, el citocromo perdid el 10% de su actividad inicial y el
40% cuando fue incubado a 65°C. Comoc era de esperarse, la
estabilidad a la temperatura en presencia de agua €s menor
que la del sistema de €0, SC (bidxido de carbono en estado
supercritico). Se ha reportado, en fluidos supercriticos, que
el contenido de agua tiene un efecto importante sobre la
estabilidad de la enzimas y que la presién sdlo afecta a

enzimas muitiméricas (80,81}.
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Figura 7. Estabilidad del citocromo c én condiciones supercriticas en |a
oxidacién de cloruro de pinacianol.

Fl citocromo ¢ es completamente estable en agua a
temperatura y presién atmosférica y en CO, SC. sin embargo, la
presencia de un solvente organice miscible en agua tiene un
marcado efecto sobre su estabilidad. vdzquez Duhalt et al.
{78) reportaron gque el citocromc ¢ en un sistema con 920% de
THF disminufa su actividad a menos del 60% de la actividad
inicial, al ser incubado durante 20 minutos.

l.os solventes miscibles en agua tienen la capacidad de
competir por el agua con la enzima, aparte de que el sistema
que resulta de mezclar agua y solvente modifica las
interacciones eléctricas a la que esta sujeta la proteina
para mantener su estructura nativa. Esto no sucede con el CQ,
sC, por un lado porgue su solubilidad en agua es minima y,
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por otro, Dporgue Ssu momento dipolar es cero, no teniendo 1la
habilidad de interactuar eléctricamente con alguna particula

cargada.

5.2 Actividad en CO, supercritico

El primer ensayo para determinar si el citocromo < es
activo en condiciones supercriticas se realizé a 40°C y 104
bares de presién durante 10 minutos en forma estédtica y 5
minutos en forma dindmica, colocando en la celda de reaccidn
20 nmoles de pireno, 1 pmol de hidroperdxido de cumeno, como
agente oxidante, y 1 gr de citocromo inmovilizado . Al
comparar el espectro de absorcién del pireno {antes y después
del tratamiento) no encontramos diferencia alguna, por lo que
a estas condiciones no existe reaccidén. La temperatura Yy
presién utilizadas en este ensayo son las minimas necesarias
para disolver al sustrato (8) pero no fueron adecuadas para
la reaccién. Kamat et al. (40) reportaron que el CO, a 40°C
es capaz de reaccionar con los grupos aminos libres de 1la
enzima para formar carbamatos, lo cual puede provocar un mal
desempefic de las enzimas en la biocatdlisis. La formacidén de
carbamatos se puede evitar trabajande a temperaturas
superiores a 55°C (40).

Por lo anterior, decidimos aumentar la temperatura a
65°C vy la presién a 204 bares (densidad = 0.7) para evitar una
posible inhibicién del citocromo ¢ por los carbamatos. Todos
los demds pardmetros (como el tiempo de extraccién dindmica y

estdtica y concentracion de sustratos) se mantuvieron
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constantes. El espectro de absorcién del pireno sometido a
tratamiente nos indica que no hubo reaccidén bajo estas
condiciones.

Una pesible causa de que no exista reaccién podria ser
la ausencia de agua. Se sabe que para que una enzima sea
activa en medic orgdnico debe existir un minimo de agua que
es especifico del medio de reaccidén y de la enzima (89). El
citocromo ¢ fue entonces hidratado a las diferentes
actividades de agua de 0.23, 0.76, 0.97. La determinacidén de
la actividad se hizo en las condiciones antericres (40°C: 105
bares y 65°C; 204 bares) y los tiempos de reaccién se
mantuvieron constantes. La comparacién de espectros de
absorcién nos indicd la ausencia de reaccidén en todos los
ensayos con el citocromo ¢ hidratado. él efecto del contenido
de agua sobre la actividad y estabilidad de las enzimas en
fluidos supercriticos ha sido estudiado con anterioridad por
algunos autores (54,83) quienes han reportado que existe un
contenido Sptimo de agua para la biocatdlisis en FSC (fluidos
supercriticos) y que la disminucién en la actividad se puede
deber a dos razones. Primero, la presencia de agua alrededor
de la enzima podria llevar a una solubilizacién del CO, ¥, en
consecuencia, a un cambio de pH en el medio cercano a la
enzima, lo que repercutiria en su estabilidad y dactividad.
Sin embargo, Kamat et al. (40) reportaron que el cambio de pH
ocasionado por el CO, es despreciable sobre todo si la
proteina ha sido liofilizada en presencia de un amortiguador.
Segundo, el agua puede formar una capa de resistencia a la
penetracidn de los sustrates e impedir la interaccién con el
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sitio activo de la enzima. Esta podria ser la razén de la
ausencia de reaccién en nuestro sistema, debido a gque el
equipe con 2l que trabajamos no nos permite asegurarnos de
que estemos manejande una o dos fases.

pentro de la biocatdlisis en medios no convencicnales
una herramienta frecuentemente utilizada para mejorar la
actividad y estabilidad catalitica, es la modificacidén
cqufmica y genética de protefnas (2,28,37,53,79). Las
modificaciones quimicas del c¢itocromo ¢ ({(citocromo-PEG-TMS vy
citocromo-PEG-MET) fuerocn ensayadas en las condiciones
antericores, adiciconando 100 plts de agua y también en
ausencia de agua. Para ambas modificaciones no hubo un cambio
en la absorbancia del pireno.

Una alternativa mds en la bhisqgueda de actividad fue el
de cambiar el agente oxidante, el hidroperdxido de cumeno,
por uno m4s reactivo, como el Acido-3-cloroperoxibenzoice. La
reaccidn se ensayé en las condiciones supercriticas
anteriores, adicionando 1 pmol del dcido-3-
cloroperoxibenzoico. Al comparar los espectros de absorcién,
detectamos que existe oxidacién quimica en esas condiciones
en ausencia del biocatalizador. La seleccidén de este agente
oxidante se debe a que en resultados previamente reportados
(80), la eficiencia catalitica, en la oxidacién de
dibenzotiofeno por citocromo c (en un sistema acuoso al 10%
de acetonitrilo, utilizando &cido-3-cloroperoxibenzoico) fue
230 veces maycr gque al usar hidroperdxide de cumenc como

oxidante.



Una de las opcicnes mds reportadas en la literatura para
modificar la actividad catalitica en fluidos supercriticos es
la adicién de un cosolvente (1,39). Con el propdsito  de
estimular la acrividad del citocromo c, adiciocnames
tetrahidrofurano al medic con un flujo de 0.4 mi/min (10%).
El ensayo se hizo también para el citocromo modificado
(citocromo-PEG-MET}. Lns tiempos de reaccidn se mantuvieron
constantes en los primeros ensayos (25 minutos en total) y
después se aumentarcon hasta 30 minutos f{estdtico y dindmico)
para evitar problemas de mezclado. Estas condiciones se
manejaron también al usar acetonitriloc como cosolvente en
lugar del THF. En todes los ensayos realizados no se detectd
reaccidn de oxidacidn de pireno.

En la literatura se recomienda utilizar un alcohol como
cosolvente ya que su grupo hidroxilo podrfa sustituir el
papel del agua en las interaccicnes no covalentes de la
enzima (8l). Nosotros utilizamos THF y ACN debidec a que: el
citocromo ¢ es capaz de retener actividad en rcencentraciones
tan altas de THF como del 95% y presenta una actividad méxima
en soluciones acuosas de acetonitrilo (79). El uso de
cosolventes no indujo la actividad del citocromo ¢ en FSC.

El problema en la biocatdlisis con citocromo c en CQ, SC
podria ser el contenido de agua, a pesar de haber sido
hidratado a diferentes actividades de agua. Si es poca agua,
el CO, en estadc extraseco es capaz de disolver el agua vy
dejar a la proteina deshidratada, lo gque lleva a la pérdida

de estabilidad y actividad; si es demasiada agua se forman
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dos fases y el sustrato no es capaz de penetrar hasta el

sitio active de la proteina, evitdndose asi su modificacidn.

5.3 Actividad catalitica en microemulsiones

La actividad catal{tica del citocromoc c en la oxidacién
de cloruro de piancianol en microemulsiones se muestra en
las tabhlas IX y X. El perfil de actividad, en relacidén a la
concentracidén de solventes, se mostrd un poco irregular para
los tres sistemas, sin observarse una clara dependencia con
la concentracidén de alguno de los sclventes utilizades, como
se muestra en la figura 8, la cual se obtuvo interpolando los
diferentes puntos de las tablas IX y X.

En la biocatdlisis en micelas invertidas se ha reportado
que existe una correlacién entre la actividad catalftica y el
pardmetro W, {[agua}/[surfactantel}}; la correlacidén tiene una
forma de campana mostrando un W, Sptimo especifico para cada
enzima y que para muchos casos el valor esta alrededor de 10
{9,65,87). Abajo de este valor (W, 6ptimo) se ha sugerido gque
el nivel de agua es insuficiente para hidratar a los residuos
esenciales de la enzima y favorecer 1las interacciones
surfactante-enzima (36); a valores mds grandes del W, Sptimo
la hidratacién de la enzima es mayor que la requerida para la
biocatdlisis 1lo gque puede llevar a posibles mecanismos
de inactivacidén de la enzima. En el valor de Wo dptimo, se ha
sugerido que el radio de la enzima corresponde al tamafio de
la micela por lo gue la enzima se estabiliza adoptando una

conformacién rigida (38}.
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Tabla IX. Actividad catalitica del citocromo c en agua-
iscpropancl-hexano (Sistema 1) y agua-isopropancl-toluenco
{(Sistema 1).

Tol/Hax" i-Propancl® Agua" Act.egpecifica (min?')
(% v/v) (% v/v) (% v/v} Simtena 1 Sistema 2
20 75 5 1.1 2.6
25 70 5 1.2 2.8
30 65 -1 3.7 3.1
35 60 5 1.9 2.3
5 [ 10 0.6 1.8
10 80 10 0.9 N.R.
15 75 10 1.0 1.0
20 70 10 2.6 1.2
25 65 10 1.6 1.4
30 60 10 3.2 4.7
a5 55 10 0.9 N.R.?
5 80 15 1.1 1.9
10 75 15 1.1 2.9
15 70 15 1.6 1.0
20 65 15 2.9 4.2
a5 1 15 6.0 0.6
30 55 15 0.6 N.R
5 75 20 0.6 0.7
10 70 20 1.3 1.7
15 65 20 4.6 1.8
a0 60 20 0.7 2.9
5 70 a5 1.1 0.7
10 65 25 N.M.° 1.3
15 60 25 N.M. 2.2
20 55 25 N.M. NK.R.
5 65 30 .M. 1.0
10 60 o N.M. 1.9

El volumen total de reaccidén fue de 1 ml.
* N.R. No hubo reacclén.
° N.M. No se formé la microemulsién
El citocromo ¢ presentd el perfil acampanado para el
sistema agua-isopropanol-tolueno a las concentraciocnes
constantes 7.5 mM vy 6.9 mM del alcohol; la concentracidén de
agua varia para dar valores de W, en el rango de 0.5-2.5

(figura 9). Un comportamiento similar se presentd para el

sistema agua-isopropancl-hexanc a una concentracién de
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alcohol de 6.9 mM en el rangec de 0.5%-1.56 de W (figura 9.
Sin embargo, al variar la concentracién de alcohol, la
actividad catalitica no siguié el perfil acampanado ccn el
W, para ninguno de los sistemas. El W, éptimo para el sistema
con toluenc fue de 0.8, mientras que para el sistema con
hexano fue de 1.2. Estos wvalores fueron pegqueflos comparados
con los reportados en sistemas de micelas invertidas (65,87).
Tabla X. Actividad especifica del citocromo ¢ en la oxidacién

de cloruro de pinacianol por H,0, en agua-isopropancl-gasolina
blanca.

Gasolina 2-Propanol Agua Act. Especifica.
(% w/v") (% v/v") (% v/v') {min!)
5 90 5 1.7
10 85 5 2.2
15 80 5 1.6
20 75 5 1.5
as 70 s 1.2
30 65 5 2.1
35 &0 5 1.8
40 55 5 1.9
45 50 5 2.9
50 45 5 5.2
5 80 15 N.R."®
10 75 15 0.6
15 70 15 1.0
20 65 15 1.9
5 70 25 0.7
5 -1 10 1.2
10 80 10 1.5
15 75 10 1.7
20 70 10 1.6
as 65 10 1.8
ao 60 10 2.8
3s 55 10 4.2
5 75 20 0.%
10 70 20 0.8

Bl volumen total fues de 1 mi.
* N.R. No hubc reace¢idén
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Figura 8. Perfil catalitico del cilocromo ¢ en (a} agua-isopropanol-tolueno, (b)agua-
isopropanol- hexano y {c} agua-isopropanol-gasolina blanca.
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En algunos casos de micelas invertidas, notablemente en
el caso de Aa0T {dioctil sulfosuccinate de sodio} como
surfactante, el pardmetro W, estd directamente relacionado con
el tamafio del agregado micelar, medido por dispersidén de luz
y de neutrones (38). Con este pardmetro podemos medir el

radioc hidrodindmico:

R, = 1.75Wo + 15 {(nm)

para nuestros sistemas, el W, mids pequefio fue de 0.32 1lo
que darfa un R, de 15.56 nm en el cual cabria el citocromo c
sin ningun problema, ya que fue reportado que la estructura
del citocromoc ¢ asemeja a un prolato con dimensiones 2.5 x
2.5 x 3.7 nm (21): es decir que, por cada microgota formada
cabrian 33 moléculas de citocromo ¢ y gue, por los resultados
obtenidos, los W, de 1.2 y 0.8 son los mds adecuados para la
biocatdlisis con citocromo c.

En la figura 10 se muestran las graficas de la
actividad especifica del citocromo c con algunos pardmetros
termodinadmicos como la actividad de agua, actividad de
solvente y la AG de mezclado (medida por la foérmula
AG,_,=nRTIx,Lnx,, donde x, es la fraccién mol del solvente) en
el sistema agua-isopropancl-tolueno., No encontramos una
correlacién clara de la actividad catalitica con ninguno de

los pardmetros calculados.
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Figura 9. Efacto del paramelro W, en la actividad especifica del

citocromo ¢ en (a) agua-isopropanol-tolueno, (b}
agua-isopropancl- hexano.

La actividad termodindmica, gque es una medida de la
disponibilidad de agua, ha sido utilizada con éxito para

correlacionarla con la actividad catalftica de la lipasa en
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sistemas bifdsicos (77). La correlacidén arrojd una actividad
éptima para la reaccidén de esterificacidn similar para todos
los solventes utilizades (77). La AG de mezclade puede ser
considerada como la facilidad para que la microemulsién se
forme. Como era de esperarse, todos los valores calculados
son negativos y  no  encontramos una correlacién con  la
actividad catalitica del citocromo ¢. La alta complejidad de
los sistemas de microemulsiones no nos permitid correlacionar
la conducta catalitica con parametros termodindmicos
individuales como 1la actividad del agua, actividad del

solvente y la energia libre de mezclado.

5.4 Sistemas monofdsicos bicomponentes
En la literatura scbre biocatdlisgsis en medics no
convencionales se han utilizado pardmetros de hidrofobicidad
de los solventes puros para los sistemas de mezclas de agua-
solvente, Evidentemente, las propiedades de 1los solventes
puros no son las mismas que las de las soluciones compuestas
de agua y solvente orgdnico.

El leog P, el pardmetro mds usado hasta ahora, no
puede ser aplicado a soluciones acuosas de solventes
orgdnicos miscibles en agua. Se detectd la necesidad de
generar un pardmetrc termodindamico de hidrofobicidad de
soluciones de solvente-agua para correlacionarlo con el
comportamiento bioccatalitico del citocromo © de corazédn de
caballe y la ligninasa de Phanerocheate chrysosporium (ver

anexg I).

59



Actividad catalitica (min-1)

L)
4 [
° o
3 -
o ° o
o
o
7 - (-]
[+] 0 o0
(4]
1- o® g
o
0 T o ——O—a————
0.6 0.7 0.8 0.9 1.1
Actividad de agua
5
o
4 o
° o
31 o
o . ° 4
24 o
o0 o o o
I - % o° o
o o0
0 % ' T O
0.4 0.5 0.6 0.7
Actividad de isopropanol
5
o
4 = °
]
3 4 o °
o o
o
o o
2-!
]
! - o o o0
o0 ©
0 +—-O0—0—7—0—7 P T
12 -10 9 8 7 -6
A G (kcal/mol)

Figura 10. Actividad catalitica del citocromo ¢ en la oxidacién de
pinacianol contra pardmetros termodindmicos en el sistema

agua- isopropanol- tolueno.
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fara generar nuestro pardmetro hemos asumido que la
pelaridad del solvente es inversamente proporcional a la
hidrofobicidad del mismo y que, para mezclas de agua-
solvente, la hidrofobicidad es directamente proporcional a la
cantidad de solvente. Esta ultima puede ser expresada como la
actividad de sclvente, que -a diferencia de la concentracién-
representa la cantidad de solvente disponible para el procesc
de solvatacidn. Expresado en férmula, la hidrofobicidad

seria:

H="":
E(30)

donde H es el parédmetro de hidrofobicidad, a, es la actividad
termodindmica de seclvente en la mezcla y el E_ (30} es el
pardmetro Dimroth-Reichard. El pardmetro de Dimroth-Reichard
puede ser considerado como un pardmetro de polaridad, medido
come la energia asociada al cambio de banda de abscrcién de
un pigmento susceptible a un cambio de carga (66}, y se ha
usado para correlacionar la actividad especifica maxima del
citocromo ¢ (79) y como un pardmetro de medicién de los
efectos de solventes en la biocatdlisis (68).

En la figura 11 se muestran los resultados del célculo
de la hidrofobicidad a diferentes concentraciones de solvente
organico utilizando la ecuacidén anterior.

De acuerdo con la figura 11 el parédmetro de
hidrofobicidad indica que la secuencia en hidrofobicidad es

la siguiente: metanol< etanol< isopropanol< acetonitrilo<
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tetrahidrofuranc en mezclas acuosas. Este orden correspode
con la capacidad de estos mismos sclventes para disolver
sustratos hidrofdbicos {como los HPA's). Al comparar este
resultado con otro pardmetro de hidrofobicidad {(como log P!
se puede apreciar que e! nuestro es ma&s adecuade. Por
ejemplo, basdndose en log P el acetonitrilo es un solvente
menos hidrofdbico que el isopropanol (log P = -0.33 vy 0.38
respectivamente) y por lo tante, su capacidad para disolver
sustratos hidrofdbicos seria menor, lo cual, segin los
resultados de experimentos realizados, no es el caso.

Una vez establecido un pardmetro de hidrofobicidad para
mezclas de agua-sclvente orgédnico, se aplicd para determinar
su utilidad en la prediccidn de la actividad catalitica en
sistemas monofdsicos bicomponentes.

Los ensayos de catdlisis se realizaron con citocromo ¢
de corazdén de caballo y con ligninasa de P, chrysosporium en
la oxidacién de c¢inco sustratos hidrofébicos, utilizando
cinco solventes orgdnicos miscibles en agua y perdxido de
hidrégenc como agente oxidante. Tanto el citocrome ¢ como la
ligninasa han sido reportados como capaces de llevar a cabo
reacciones en medios no convencionales (4,81).

Los experimentos consistieron en la determinacién
de la actividad espec{fica del «citocromo ¢ y de la
ligninasa, a diferentes concentraciones de solvente orgénico.
Un pardmetro gque se obtiene como resultado de estos ensayos
es la C,,, que es la concentracién de solvente orgdnico en la
que la actividad especifica mdxima disminuye al 50% y que ha

sido considerado como una medida del poder de
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desnaturalizacidén de leos solventes para las enzimas {(figura
12}). En la figura 12 se muestra la conducta catalitica del
citocromo ¢ en la oxidacidén de tiantreno en concentraciones
crecientes de tetrahidrofuranc, con la cual ilustramos el

cdlculo de la C,..

0.030
3 THF
=
g 00204
T AC
ko
o 180
2 o010
£
£
o
o
T
0.000 Y ' T
0 25 50 75 100

% Solvente organico
Figura 11. Parametro de hidrofobicidad {H) para mezcltas de

solventes orgdnicos en agua. THF, tetrahidrofurano; ACN,
acetonitrilo; 1S0, isopropanol; EOH, etanol; MOH, metanol.

El perfil de actividad catalitica del citocromo ¢ en la
oxidacidén de tiantrenc (figura 12) muestra que, a bajas
concentraciones de solvente (acetonitrilo), hay un aumento en
la actividad catalitica, hasta un maximo en 35% de
acetonitrilo. Esto es debido a wuna disminucién en la
limitacién de 1la transferencia de masa del sustrato

hidrofdébico. A concentraciones més altas de solvente (con
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respecto a la gue se logra la actividad mdxima) hay una
disminucién en la actividad catalitica. Perfiles similares
han sido encontrados para otras enzimas en sistemas de
solventeg miscibles en agua (10,43). En la tablas XI y XII
resumimos los resultados de los experimentos en los cinco
sistemas con 1los cinco sustratos, para el citeocromo ¢ y la
ligninasa. En las tablas XI y XII ademds se muestran las
actividades especificas maximas, las actividades de seclvente
y agua en la Ce;, ¥ la H,;, que es el pardmetro de
hidrofobicidad en la C,,.

La disminucidén en la actividad catalitica por la
presencia creciente de solvente orgdnico ha sido explicada
como una causa del cambio conformacional de la proteina hasta
su posterior desnaturalizacién por el <cambic en las
propiedades fisicoquimicas del medio de reaccidn. Esto fue
comprobado por Mozhaev et al. (58} al medir la fluorescencia
de la o-quimotripsina en diferentes concentraciones de
solvente orgdnico. Sus resultados indicaban que el aumento de
la fluorescencia se debia a un cambio conformacional de la
enzima provocado por la presencia de solvente crgénico.

Sin embargo, los datos de las tablas XI y XII
muestran gque, tanto el citocromo ¢ como la ligninasa,
presentan diferentes wvalores de C,, para cada sustrato
utilizado (con un solo scolvente). Es decir, la pérdida de
actividad no sdélc se debe al cambio conformacional de la
enzima, sino también hay gque tomar en cuenta la naturaleza

del sustrato, principalmente su hidrofobicidagd. La



hidrofobicidad de los sustratos se determinéd como el tiempo
de elucidén del sustrato en una columna de HPLC C,. fase
reversa y los valores obtenidos fueron (en minutes): pireno,
16.25:; tiantreno, 12.57; difenilamina, 5.64; azul de
bromofenol, 0.80 y clorurc de pinaciancl, 0.76. En forma
general, mientras menos hidrofdbico sea el sustrato, la
actividad de la enzima se mantiene a mayores concentraciones
de solvente y, por otra parte, mientras mds hidrofdébico sea
el soclvente, la proteina se mantiene activa a menores

concentracicnes de solvente,

2.5
= b N 10Q%_de _gclividad _ _
&
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8 1.5
S
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1] s By o
b
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Figura 12. Conducta catalitica del citocromo ¢ de corazén de caballo
en la oxidacién de tiantreno por peréxido de hidrégeno.
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Tabla XI. Concentracidén C,,, actividad de agua Y
golvente e hidrofobicidad de la mezcla a la
concentracidn Cse (Hy,) en 1la oxidacidén de cinco
diferentes sustratos por citocromo ¢ y perdxide de
hidrégeno.

Sustrato/ Csy a, a, He,
solvente (%)
(mmol /kecal)
Pireno
Tetrahidrofurano 19.1 0.57 0.96 15.1
Acetonitrilo 28.0 0.54 0.92 11.7
Iscpropanol 27.6 0.41 0.94 8.4
Etanol 32.9 0.36 0.88 6.8
Metanol 27.8 0.21 0.86 3.8
Tiantreno
Tetrahidrofurano 36.6 0.77 0.94 20.6
Acetonitriloe 52.2 0.73 0.86 15.9
Isopropancl 57.8 0.59 0.88 12.2
Etanocl 60.0 0.53 0.81 10.3
Metanol 63.7 0.51 0.63 9.1
Difenilamina
Tetrahidrofurano 65.4 0.83 0.93 22.3
Acetonitrilo 8.0 0.76 0.84 16.6
Isopropanol 61.5 0.60 0.88 12.4
Etanol 70.0 0.59 0.76 11.4
Metanol 67.5 0.54 0.59 9.8
Azul de bromofencl
Tetrahidrofurano 62.90 0.83 0.93 22.3
Acetonitrilo 62.5 0.78 0.83 17.0
Iscpropanol 61.0 0.60 0.88 12.4
Etanol 59.2 0.53 0.81 10.2
Metanol 64.9 0.52 0.61 9.3
Pinacianol
Tetrahidrofurano 65.2 0.83 0.93 22.3
Acetonitrilo 73.6 0.84 0.79 18.2
Isopropanocl 64.0 0.61 0.87 13.
Etanol 60.7 0.54 0.81 10.3
Metanol 75.0 0.62 0.51 11.1

De estos resultados es sobresaliente mencionar que -al

parecer- la hidrofobicidad del sustrato Jjuega un papel
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importante en la biocatdlisis en medios ne acuoscs. El hecho

de que el citocromo c pierda su actividad a 25% de THF

Tabla XII. Concentracién Cg,, actividad de agua ¥
solvente e hidrofobicidad de la mezcla a la
concentracidn Cyy (Hgy) en la oxidacidén de cuatro
diferentes sustratos por ligninasa y perdxido de
hidrégeno.

Bustrato/ Ces a, a, H,,
Bolvente (%)

{mmol/kcal)

Pireno
Tetrahidrofurano 14.7 0.48 0.97 12.8
Acetonitrilo 19.1 0.43 0.94 9.2
Isopropanol 18.8 0.31 0.96 6.3
Etanol 27.9 0.31 0.91 6.0
Metanol 21.7 0.17 0.90 2.9
Tiantreno
Tetrahidrofurano 18.0 0.55 0.96 14.6
Acetonitrilo 20.1 0.44 0.94 9.6
Isopropanol 19.6 0.32 0.96 6.5
EBtanol 26.2 0.31 0.92 5.9
Metanol 28.1 0.22 0.87 2.9
Difenilamina
Tetrahidrofurane 19.3 0.57 0.96 15.2
Acetonitrilo 24.7 0.50 0.92 6.6
Isopropanol 325.6 0.39 0.94 8.0
Etanol 27.1 0.31 0.99 5.9
Metanol 18.9 0.14 0.91 2.6
Pinacianol
Tetrahidrofurano 23.0 0.63 0.95 16.9
Acetonitrilo 28.0 0.54 0.92 11.8
Isopropanol 30.0 0.43 0.93 8.9
Etanol 29.3 0.33 0.91 6.3
Metanol 15.0 0.11 0.93 2.0

utilizando pireno como sustrato y sea activo hasta 95% del

mismo solvente con pinacianol {mds hidrofilico), nos hace

67




pensar en que la particidn del sustrato entre el sitio activo
de la proteina y el solvente orgdnico., es la que regula la
catdlisis. Para corroborar lo anterior, se determiné la
diferencia de espectros del <citocromo ¢ - en ausencia Y
pbresencia de sustratos. De reportes anteriores sabemos que
algunog sustratos interactuan con el grupo hemo (sitio
activo) del citocromo c (82}.

En la figura 13 se muestra la diferencia de espectros
del grupo hemo al interactuar con pireno o tiantrenc. Al
utilizar pireno (al 10% de THF) existe una interaccién
significativa con el grupo hemo, mientras que al aumentar la
concentracién del solvente {al 20%) la interaccidn con el
sustrato disminuye, al igual que la actividad catalitica.
Una situacién similar sucede al utilizar tiantreno como
sustrato, tinicamente que para el tiantreno hay una
interaccién significativa hasta el 40% de THF y, al aumentar
a 50% 1la concentracion del solvente, la interaccion
desaparece.

Este comportamiento se correlaciona bien con la
actividad catalftica del citocromo c en la oxidacidén de
tiantreno. Estos resultados apoyan la hipétesis de que no
soclamente el cambio conformacional de las protefnas tiene que
ver con la disminucidén de la actividad catalitica sino
también la particién del sustrato entre la proteina y el
solvente.

Apoyados en el reporte de Ryu et al. (68} quienes
indican que la particién de sustrato por el gitioc activo
Y el medio estd controlada por interaciones hidrofébicas,
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probamos mejorar la particidn hacia el sitio activo,
incrementando la hidrofobicidad de 1la cavidad del sitio
active. Para lo anterior, se ensayarcn dos modificaciones
genéticas de citocromo ¢ de levadura y una modificacidn
quimica del citocromo ¢ de corazén de caballo. También se
evaluaron dos hemoproteinas mds {clecroperoxidasa v

hemoglobina) en la oxidacidén de pirenc en tetrahidrofuranc.

Tiantreno I 207 Pireno

r0o2

30% 10 %
000+ é}Oﬁ;V \f'
40% ﬂ/,f- {a)

(b)

BTOUBRIOSAY

-0.023

r-0c2

150 00 40 500 wn A0 4t) 00
Longitud de onda

Figura 13. Espectro de diferencia det citocromo ¢ con tiantrenc (a) y pirenc (b).

Los porcentajes representan la concentracién de THF en la mezcla de reaccién.

En la tabla XIII se muestran los valores de la actividad
especifica méxima y los valores de la C,. para las diferentes
hemoproteinas ensayadas, asi como de las modificacicnes del

citocromo ¢ de levadura y de corazdn de caballo. Los valores
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de la €, no varian significativamente. Al parecer la
hidrofobicidad cercana al sitio active no es muy diferente
para los diferentes catalizadores considerando, los cambios
de hidrofobicidad del medioc de reaccién.

Con el propdsito de encontrar un modelo matemdtico, para
predecir el efecto de los solventes en la biocatdlisis con
citocromo ¢ y ligninasa, el valor de la H, fue
correlacionado con la polaridad del solvente [E,{(30)] (figura
14). Se encontrd una correlacién lineal para el citocromo c y
la ligninasa, como se muestra en ta figura 14. Esta
correlacién puede predecir el valor de la H,, para todos los
solventes y todos los sustratos utilizados, gsegin las

siguientes ecuaciones:

H, = 46.7 - 0.69 E {30) para el citocromo ¢
H, = 39.9 - 0.66 E {30} para la ligninasa
Tabla XIII. Actividad especifica méxima 4

concentracién Cs, en la oxidacidn de pireno en
tetrahidrofurano por diferentes hemoproteinas.

Hemoproteina Actividad méxima Ceo
(min™t) (% v/v)
Cloroperoxidasa 2291 19.9
Eemoglobina 1.13 22.1
Citocromo c-PEG" 15.24 17.9
Phe82Gly" 5.09 16.8
Lys79Ala® 2.62 19.4

Modificacién gquimica del citocromo ¢ de corazén de
caballo

* Modificaciones genéticas del iso-l-citocromo ¢ de
levadura.
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La proyeccidn de la linea de correlacién de la figura 14
hasta una hidrofobicidad de cero (H=0}, el cual corresponde
al de 100% de agua en el sistema (a_=0), se ajusta al valor
del E (30} del agua (61.3 kcal/mcl} (66). En conclusidn, el
valor de la hidrofobicidad (dado por H), parece ser un buen
pardmetro para predecir la actividad en mezclas acuusas de
solventes miscibles en agua.

Con el propdésito de determinar la utilidad del pardmetro
H en otros sistemas biocataliticos, obtuvimos la C,, de otras
hemoproteinas como la cloroperoxidasa, la peroxidasa de
rdbano blanco y ademds usamos los valores de la literatura
para la peroxidasa de rdbano blanco vy la lactoperoxidasa
(70} . Calculamos el valor de H,, para estas enzimas y los
correlacionamos con los valores de E.(30) de cada solvente
(ver anexo II}. Como se muestra en la figura 15, las lineas
de tendencia son muy similares a la del citocromo ¢ y
ligninasa, mostrando excelentes coeficientes de correlacién.
Por lo tanto, el pardmetro H de hidrofobicidad parece ser muy
util en la determinacidén del efecto de los solventes en la
biocatdlisis de hemoproteinas o hemcenzimas con actividad

peroxidasa.

71



Hg o (mmolikeal)

20 =
(a)
a
a
A
104
o
0
L]
20
(b)
104
L 4
0 L] L} L)
30 40 50 60 70

Er(30)

Flgura 14. Correlacién lineal entre la polaridad del solvente
dade por el pardmetro E 7(30) y la hidrofobicidad de la

mezcla en la concentracién C 50 Para (a} la ligninasa y (b)
el citocromo ¢
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Figura 15. Correlacién entre el parametro de hidrofobicidad
de cuatro hemoproteinas con aclividad peroxidasa y la

polaridad del solvente.
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6 Conclusiones

El citccromo ¢ es capaz oxidar diferentes sustratos en
sistemas conteniendo solventes orgdnicos.

El citocromo ¢ es estable a la incubacidén a diferentes
condiciones de presién y temperatura en CO, supercritico.

No se detectd actividad catalitica del citocromo ¢ en la
oxidacién de pireno en CO, supercritico.

En los sistemas de microemulsiones, el citocrome ¢ es
activo en concentraciones de agua de hasta el 5%.

En micreoemulsiones ne se encontrd correlacién entre la
actividad de agua, actividad de soclvente o energia libre de
mezclado y la actividad catalitica del citocromo c.

Se desarrollé un nuevo pardmetro para la estimacién de la
hidrofobicidad de mezclas acuosas dé solventes c¢rgédnicos.
El nuevo concepto de hidrofobicidad puede ser usado para
predecir la actividad catalitica del citocrome ¢,
cloroperoxidasa, ligninasa, peroxidasa de rédbano blanco Yy

lactoperoxidasa

74




7 Referencias

. Raltonen, (., Rantakyla, M. (1891). Bieccatalysis in
supercritical CO,. CHEMTECH, 240-248.

. Adlercreutz, P. (1992). ©On the importance of the support
material for enzymatic synthesis in organic media. Support
effects at controlled water activity. In Biscatalysis in
non conventional media. Eds por J. Tramper, M.H. Vermie and

H.H. Beeftink, 55-61.

. Aitken,M.D., Irvine, R.L. (198%). Stability testing of
ligninase and Mn peroxidase fron Phanerochaete
chrysosporium, Biotechnol. Bioceng. 34:1251-1260.

. Akasaka, R., Mashino, T., Hirobe, M. (1994). Hydroxylation
of benzene by immobilized cytochrome ¢ in an organic
solvent. J. Chem. Soc. Perkin. Trans. 1:1817-1821.

. Arnao, M.B.., Acosta,M., del Rioc, J.A., Varon, R., Garcia-
Canovas, F. (19%0). A kinetic study on the suicide
inactivation of peroxidase by hydrogen peroxide. Biochen,
Biophycs. Acta, 1041:43-47.

. Azari, M.R., Wiseman, A. {1982) . Purification
characterization of cytochrome P-448 component of
benzo(a]pyrene hydroxilase from Saccharomyces cerevigiae.
Anal. Biochem. 122:129-138.

. Azenbacher, P., Niwa, T., Tolbert, L.M., Sirimanno, S.R.,
Guengerich, F.P. (1996). Oxidation of 9-alkylanthracenes by
cytochrome P450 2Bl, horseradish peroxidase and iron
tetraphenylporphine/iodosylbenzene systems: Anaercbic and
aerobic mechanims. Biochem. 35:2512-2520.

. Bartle, K.D., Clifford, A.A., Jafar, $.a., shilstone, G.F.,
{1991). Solubilities of solids and liquids of low
volatility in supercritical carbon dioxide. J. Phys. Chem.
Ref. Data, 20,4:713-756.

. Bartscherer, K.A., Minier, M., Rencn, H. {1995).
Microemulsions in compressible fluids- A review. Fluid
Phase Equilibria, 107:93-150. :

75




10.Batra, R., Gupta, M.N., (1994). Enhancement of enzyme
activity in aqueocus-organic solvent mixture. Biotechnel.
Lett. 16:1059-1064.

11.Bezalel, L., Hadar,Y., Fu, P.P., Freeman, J.P., Cerniglia,
C.E. (1996}. Metabolism of phenanthrene by the white rot
fungus Plearotus ostreatus. Appl. Environ. Microbiol. 62,
7:2547-2553.

12.Black, J.A., Birge, W.J., Westerman, A.G. , Francis, P.C.
{1983} . Comparative aquatic toxicology of aromatic
hydrocarbons. Fundam. Appl. Toxicol. 3:353-358.

13.Bogan, B.W., Lamar, R.T. (1995). Cne-electron oxidation in
the degradation of creosote polycyclic aromatic
hydrocarbons by Phanerochaete chrysosporium, Appl. Environ.
Microbiol. 61,7:2631-2635.

14.Bogan, B.W., Lamar, R.T. {1995). Polycyclic aromatic
hydrocarbon-degrading capabilities of Phanerochaete laevis
HHB-625 and its extracellular lignolytic enzymes. Appl.
Environ. Microbicl. 62, 5:1597-1603:

15.Bogan, B.W., Lamar, R.T., Hammer, K.E. (1996). Fluorene
oxidation in vivo by Phanerochaete chrysosporium and in
vitro during manganese peroxidase-dependent lipid
peroxidation. Appl. Environ. Microbiol. 62,5:1788-1792.

16.Boldrin, B., Tiehm, A., Fritzche, C. (1993). Degradation
of phenanthrene, £fluorene, fluoranthene and pyrene by
Mycobacterium sp. Appl. Environ. Microbiol. 59, 66:1927-
1930.

17.Bushell, G.W., Louie, G.V., Brayer, G.D. (19%0). High
resolution three-dimensional structure of horse heart
cytochrome c. J. Mol. Biopl, 214:585-595.

18.Carrea, G., Oftolina, G., Riva, §. (1995). Role of
solvents in the control of enzyme selectivity in organic
media. TIBTECH, 131:63-70.

19.Chopineau, J., Thomas, D., Legoy, M. {1989). Dynamic
interaction between enzyme activity and the microstructured
environment. Eur. J. Biochem. 183:459-463.

76



20.Cutker, R.L., Pielak, A.G., Mauk, A.G., Smith, M. (19871 .
Replacement of cysteine 107 of Saccharomyces cerevisiae
iso-l-cytochrome ¢ with threonine:improved stability of the
mutant protein. Prot. Engin. 1(2):95-99.

21.Dickerson, R.E., Takano,T., Eisenberg, D., Kallai, ©O.B.,
Samson, L., Cooper, A., Margoliash, E., {1971). J. Biol.
Chem. 246:1511-1523.

22.Dordick, J. {1%991). Applied biocatalysis. In Applied
Biocatalysis. Eds by Harvey W. Blanch and Douglas S$. Clark,
Cap. 1:1-52.

23 . Dordick, J.S. (1989). Enzymatic catalysis in monophasic
organic sclvents. Enzyme Microb. Technol. 11:194-221

24 .Durant, J.L., Busby Jr., W.F., Lafleur, A.L., Penman,
B.W., Crespi, C.L. ({1996). Human cell mutagenicity of
oxigenated, nitrated and unsubstituted polycyclic aromatic
hydrocarbons associated with urban aerosols. Mutation Res.
371:123-157.

25.Fedorak, P.M., Semple, K.M., Vazquez-Duhalt, R., Westlake,
D.W.S. (1993). Chloroperoxidase-mediated modifications of
petroporphyrins and asphaltenes. Enzyme Microb.Technol.
15:420-437.

26.Fitzpatrick, P., Klibanov, A.M. (1991). How can the
solvent affect enzyme enantioselectivity. J. aAm. Chem. Soc.
113:3166-3171.

27 .Fowler, S.M., England, P.A., Westlake, A.C.G., Rouch,
D.R., Nickerson, D.P. (1594). Cytochrome P450,,,
monooxygenase can be redesigned to catalyse the
regioselective aromatic hydroxylation. of diphenylmethane.
J. Chem. Soc. Chem. Commun. 2761-2762

28.Fujita, A., Senzu, H., Kunitake,T., Hamachi,I. (1994},
Enhanced peroxidase activity of cytochrome ¢ by phosphate
bilayer membrane. Chem. Lett. 1219-1222.

29.Garcia-Rio, L., Leis, J.L. (1995). 1Influence of water
structure on solveolysis in water in oil microcemulsions. J.
Phys, Chem. 99:12318-12326.

77




30.Gmehline, J., Onken, U., &arh, W. {1981). Vapor-liquid

equilibrium data collection. AQueous-organic systems
(supplement 1}. Universitdt Dortmund, Federal Republic of
Germany.

31.Griffoll, M., Selifonov, S.A., Gatlin, C. V., Chapman,P.J.
(1995). Actions of a versatile fluorene-degrading bacteria
isolate on polycyclic aromatic compounds. Appl. Environ.
Microbiol. 61,10:3711-3723.

32.Grimberg, §.J., Stringfellow, W.T., Aitken, M.D. (1996).
Quantifying the biodegradation of phenanthrene by
Pseudomonas stutzeri Pl6 in the presence of nonionic
surfactant. Appl. Environ. Microbiol. 62,7:2387-2392.

33.Habe, T., Shimada, M., Higuchi, T. (1985%). BRiomimetic
approach to lignin degradation. H,0, dependent C-C bond
cleavage of 1lignin model compounds with natural iron
pophyrin and imidazole complex. Mokuzai Gakkaishi,
31:54-55

34.Halling, P.J. (1990). Solvent selection for bioctalysis in
mainly organic systems. Predictions of effects on
equilibrium position. (1990). Biotechnol. Bioceng. 35:691-
701.

35.Hammel, K.E., Kayanamaran,B., Kirk,T.K. (1986). Oxidation
of polycyclic aromatic hydrocarbons and dibenzo[pldioxins
by Phanerochaete chrysosporium ligninase. J. Biol. Chemn.
36:16948-16952.

36.Hilhorst, R., Laane, C., Veeger, C. {1993). Enzymatic
conversion of apolar compounds in organic media using NADH-
regenerating system and dihydrogen as reductant. FEBS-Lett.
159:225-228,

37.Hwang,J.Y., Arnold, F.H. (1991). Enzyme design for
nonagqueous solvents. In Applied Biocatalysis, eds. Blanch
and Douglas S. Clark. Volumen 1, pp 53-86.

38.Kabanov, A.V., Levashov, A.V., Klyachko, N.L., Namyotkin,
S.N., Pshezhetsky, A.V., Martinek, K. (1988). Enzymes
entrapped in reversed micellas of surfactants in organic

78



solvents: A theorical treatment of catalytic activity
regulation. J. Theor.Biol. 133:327-347.

39.Kamat, S.V., Beckman, E.J., Russell, A.J. (1995). Enzyme
activity in supercritical fluids. Crit. Rev. Biotechnol.,
15(1):41-71.

40.Kamat, S.V., Critehley, G., Beckman, E.J., Russell, A.J.
{1995). Biocatalytic synthesis of acrylates in organic
solvents and supercritical fluids:III. Does carbon dioxide
covalently modify enzymes?. Biotechnol. Bioeng. 46,6:610-
620.

41 .Kamat, S.V., Iwaskewyez, B., Beckman, E.J., Russell, A.J.
(1993} . Biocatalytic synthesis of acrylates in
supercritical fluids: Tuning enzyme activity by changing
pressure. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2940-2944.

42 .Khmelnitsky, Y., Hilhorst, R., Veeger, C. {1991).
Detergentless microemulsions as media for enzymatic
reactions cholesterol oxidation catalyzed for cholesterol
oxidase. Eur. J. Biochem. 198:31-41.

43 .Khmelnitsky, Y.L., Levashov, A.V., Klyachko, N.L..
Martinek, K. (1988). Engineering biocatalytic system in
organic media with low water c¢ontent. Enzyme Microb.
Technol. 10: 710-724.

44.Kijima, T., Yamamoto, S., Kise, H., {1996). Study of
fluorescence and catalytic activity of o-chimotripsine in
aqueous-organic media. Enzyme Microb. Technol. 18:2-6.

45.King, D.J., Azari, M.R., Wiseman, A. ({1984). Studies on
the propierties of highly purified cytochrome P,, and its
dependent activity benzo[a]pyrene hydroxylase from
Saccharomyces cerevisiae. Xenobiotica, 14, 1/2:187-206

46.Kise, H., Hayakawa, A. (1991). Immobilization of proteases
on porous chitosan beads and their catalysis for ester and
peptides synthesis in organic solvents. Enzyme Microb,
Technol., 13:584-588.

47 .Kusk, K.O. (1981). Comparison of the effects of aromatic
hydrocarbons on a laboratory alga and natural
phytoplankton. Bot. Mar. 24:611-613

79 ESTR TR EG Bf

SALIR 3¢ L& SLLITECA




48.Laane, C., Boeren, S., Vos, K., Veeger. C. (1987). Rules
for optimization of biocatalysis in organic solvents.
Biotechncl. Biceng. 30:81-87.

4%.Larsson, K.M., Oldfield, €., Freedman, R. (1989). Analysis
of the inactivation of liver alcohol deshidrogenase during
the storage in Aerosol-0T/isooctane microemulsions. Eur. J.
Biochem. 183:459-463.

50.Louie, G., Brayer, G.D. (1989}. A polypeptide chain-
refolding event ocurrs in the Gly 82 variant of yeast iso-
l-¢cytochrome c. J. Mol. Biol, 209:313-322.

S51.Louie, G., Pielak, G.J., Smith, M., Brayer, G.D. (15%88).
Role of phenylalanine 82 in yeast iso-l-cytochrome c¢ and
remote conformational changes induced by a serine residue
at this position. Biochem. 27:7870-7876.

52.Louie, G.V., Hutchear, W.L.B., Brayer, G.D. {1988). Yeast
iso-l-cytochrome c a 2.8 A resolution three-dimensional
structure determination. J. Mol. Biopl., 199:295-314.

53 .Martinez, P., Arnold, F.H. (2991). Surface charge
substitutions increase the stability of a-lytic proteasa in
organic solvents. J. Am. Chem. Soc. 113:6336-6337.

54 .Marty, A., Chulalaksanakul, W., Willemot, R.N., Condoret,
J.S. (1992). Kinetics of lipase-catalyzed esterification in
supercritical €O,. Biotechnol. Bioceng. 39:273-280.

55.Masaphy, S., Levanon, D., Henis, Y., Venkateswarlu, K.,
Kelly, s.L. (1995}. Microsomal and cytosolic cytochrome P,
mediated benzolalpyrene hydroxylation in Pleurotus
pulmonarius. Biotechnol. Lett. 17:966-974.

56.Mauk, A.G. (1991). Electron transfer in genetically
engineered proteins. The cytochrome ¢ paradigm. Struct.
Bonding. 75:131-137.

57.Modi, S., Primrose, W.V., Lian, L.Y., Roberts, G.C.K.
{1995}). Effect of replacement of ferriprotoporphyrin IX in
the haem domain of cytochrome P,,, BM-3 on substrate and
catalytic activity. Biochem. J. 310:939-943

58.Mozhaev, V.V., Khmelnitsky, Y.L., Sergeeva, M.V., Belova,
A.B., Klyachke, N.L., Levashov, A., Martinek, K. (1989).

80




Catalytic activity and denaturation of enzymes in
water/organic cosolvent mixtures. a-chymetrypsin and
laccase in mixed water/alcohol, water/glycol and
water/formamide cosolvents. Eur. J. Biochem. 184:597-602.

59, Nakamura, K. (1590 . Biochemical reacticns in
supercritical fluids. TIBTECH, 8:288-292.
60.0ldfield, €. {1990). Evaluation of the steady state

kinetic parameters for enzymes solubilized in water in oil
microemulsion systems. Biochem. J. 272:15-22.

61.0rtiz-Leon, M., Velasco, L., Vazguez-Duhalt, R. (1995).
Biocatalytic oxidation of polycyclic aromatic hydrocarbons
by hemoglokin and hydrogen peroxide. Biochem. Biophycs.
Res. Commun. 215,3:968-973

62.Pettigrew, G.W., Mcore, G.R. (1987). In Cytochrome ¢
Biological aspects. cap.1:1-27.

63.Pipe, R.K., Moore, M.N. (1986). An ultrastructural study
on the effects of phenanthrene on lysomal enzyme [-
glucorcnidase in digestive cell of periwinkle Littorina
littorea. Aguat. Toxicol. 8:65-76

64.Rafferty, S.P., Pearce, L.P., Barker, P.D., Guillemette,
J.p., Kay, C.M., Smith, M., Mauk, A.G. (1990, .
Electrochemical, kinetic and circular Dichroic consequences
of mutations at position B2 of yeast iso-1l-cytochrome c.
Biochem. 29:9365-9369.

65.Rees, G.D., Robinson, B.H., (1995) . Esterefication
reactions catalyzed by Chromobacterium viscosum lipase in
CTAB-based microemulsions systems. Biotechneol. Bioeng.
45:344-355.

66.Reichard, C. (1979). Empirical parameters of sclvent
polarity as linear free-energy relationships. Angew. Chem.
Int. Engl. 18:98-110

67 .Rosell, C.M., Vaidya, A.M., Halling, P. (1995). Prediction
of denaturing tendency of organic solvent in mixtures with
water by measurements of naphtalene solubility. Biochim.
Biophys. Acta. 1252:158-164,

&1



68.Ryu , K., Dordick, J. {1992). How the organic sclvents
affect peroxidase structure and fuction?. Biochem. 31:2588-
2598.

69.8anglard, D., Leisola, M.S5.A., Fiechter, A. (1986). Role
of extracellular ligninases on biodegradation of
benzo(alpyrene by Phanerochaete chryscsporium. Enzyme
Microb. Technol. 8:209-212

70.8ate, K., Hasumi, H., Tsukidate, A., Sakurada, J.,
Nakamura, S., Hosoya, T. (1965). Effect of mixed solvents
on three elementary steps in the reactions of horseradish
peroxidase and lactoperoxidase. Biochim. Biophyes. Acta,
1253:94-102.

71.5avino,J.F., Tanabe, L.L., (1984). Sublethal effects of
phenanthrene, nicotine and pinane on Daphnia pulex. Bull.
Environ. Contam. Toxicol. 42:778-784

72.8himada, M., Habe, T., Umezawa, T., Higuchi, T., Okamoto.
(1984). The C-C bond cleavage of lignin model compound,
1,2-diarylpropane-1,3-diol, with a heme-enzyme model
catalyst tetraphenylporphyrinate iren(III) chloride in the
presence of tert-butyl hidroperoxide. Biochem. Biophycs.
Res. Commun, 122:1247-1252.

73.Snubnada, S§., Sundaram, P.V. (1995). The reole of pH change
caused by the addition of water-miscible organic solvent in
the destabilization of an enzyme. Enzyme Micrcb. Technol.
17:330-335.

74 . Yoshimoto, T., Ritani, A., ©Ohwada, K., Takahashi, K.,
Kodera, Y., Matshushima, A., Saito, Y., Inada, Y.(1387).
Polyethylene glycol derivative-modified cholesterol oxidase
soluble and active in benzene. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 148(2):876-882.

75.Torres,.E., Sandoval,J.V., Rossell, F.I., Mauk, A.G.,
Vazguez-Duhalt, R. {1995). Site-directed mutagenesis
improved biocatalytic activity of ‘iso-l—cytochrome C in
polycyclic hydrocarbon oxidation. Enzyme Microb. Technol.
17:1014-1020.

82




76.Tramper, J. (1993). applied biocatalysis: from product
request to idea to product. En Applied Biocatalysis. Eds.
by Cabral, J.M.S5., Best, D., Boross, L., Tramper, J. Ed.
Harwcod Acxademic Publisher.

77.valivety, R.H., Halling, P.J., Macrae, A.R., {1992).
Reaction rate with lipase catalyst shows similar dependende
of water activity in different organic solvents. Biochem.
Biophycs. Acta. 1118:218-222.

78.vazquez-Duhalt, R., Fedorak, P.M., Westlake, D.W.S..
{1993). Chemical modification of protein molecules improved
their activity in organic solvents. En Stability and
Stabilization of enzymes. Editado por W.J.J. van Den Tweel,
A. Harder and R.M. Buitelaar, 511-517.

79.vVazquez-bDuhalt, R., Semple, K.M,, wWestlake, D.W.5.,
Fedorak, P.M. (1993). Effect of water-miscible organic
solvent on the catalytic activity of cytochrome c. Enzyme.
Microb. Technol. 15:936-943

80.vVazquez-Duhalt, R., Westlake, B.,W.S., Fedorak, P.M,
{1993). Ccytochrome ¢ as a biocatalyst for the oxidation of
thiophenes and organosulfides. Enzyme Microb. Technol.
15:494-499,

81.vazquez-Duhalt, R., Westlake, D.W.S., Fedorak, P.M.
({1994). Lignin peroxidase oxidation of aromatic compounds

in systems containing organic solvents. Appl. Environ.
Microbiol. 60,2:455-466

82 .Vazgquez-Duhalt, R., Westlake, D.W.S., Fedorak, P.M.,
{1993}). Cytochrome ¢ as a biccatalysist for the oxidation
of thiophenes and organcsulfides. Enzyme Microb.Technol.
15:494-499.

83.vermie, M.H., Tramper, J., de Jong, J.P.J., Oonton,W.H.M.,
{1992). Enzymic transesterification in near c¢ritical carbon
dioxide: Effect of pressure, Hildebrand solubility
parameter and water content. Enzyme Microb. Technol.
14:64%-655.

84 .volkering, F., Breure, A.M., van andel, J.G., Rukens,
W.H. (1995). Influence of nonionic surfactant on

83



bioavailability and biodegradation of polycyclic aromatic
hidrocarbens. Appl. Microbiol. Biotechnol. 61,5:1699-
1705.

85.volkering, F., Breure, A.M., Sterkenburg, a., van Andel,
J.G. (1992). Microbial degradation of polycyclic aromatic
hydrocarbon: effect of substrate availibility on bacterial
growth kinetics. &Appl. Microbiol. Biotechnol. 36:548-552.

86.Yang, B., Kuo, $., Hanyadi, P., Perkin, K.L. (1994).
Solvent suitability for lipase-mediated acyl-transfer and
sterification reactions in microaquecus milieu is related
to substrate and product polarities. Enzyme Microb.Technol.
16:577-583.

87.Yang, F., Russell, A,J. [(1995). A comparison of lipase-
catalyzed ester hydrolisis in reverse micelles, organic
solvents, and biphasic systems. Biotechnol. Bioeng. 47: 60-
70.

B8.Yang, F., Russell, A.J. (1996). The role of hydratien in
enzyme activity and stability:2. Alcchol Dehydrogenase
activity and stability in a continuos gas phase reactor.
Biotechnol. Biceng. 49:709-716.

89.2aks A., Klibanov, A.M., ({(1988). The effect of water on
enzymatic action in organic media. J. Biol. Chem. 17:8017-
8021.

90.Zaks, A., Klibanov, A. (1985). Enzymatic catalysis in
organic media at 100 °C. Science, 224:1249-1251.

84




JGuvaARaL OF

Biotechnology

Journal of Bowedhnology 49 (1996) 59 67

Solvent hydrophobicity predicts biocatalytic behaviour of lignin
peroxidase and cytochrome ¢ in aqueous solution of
water-miscible organic solvents
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Abstract

A new hydrophobicity parameter For water-organic salvent mixtures is proposed. This hydrophobicity conceps (7)
includes Lhe thermodynumic activity ol solvent and solvent poluanity parameter from Dwnvoth-Reichardt transtion
energy [£,(30)]. Solvent hydrophobicity {#) was a useful tool for the prediction of the threshobd concentration €y,
for biocatalytic oxidation of five hydrophobic substrates with lignin peroxidase and cytocluome ¢, in agueous
solutions of water-miscible organic solvents.

Keywords, Bocatalyst: Cytochrome ¢, Heme, Hydrophobicity: Lignin peroxidase: Phancrochacie chpsosporian;
Orgamc sulvent

1. Introduction tors that cun alter s nauve. aquecous-based

structure and flunction. Physical propertics of
purc solvents, such as logarithm of the partition
cocfiicient octanol walter (log /), have been used
to predict the enzyme behaviour in organic sol-
vent (Laane ct al.. 1987: Halling. 1990; Manjon
ct al., 1992). Most of these studies were per-
formed in purc organic selvents containing low
amaunts of water. However, the log P cunnot be
* Corresponding author, Fax: + 52 73 172188, conuil: vazg- appliecd for aqueous mixtures containing water-
duieibt. unam.ma miscible organic solvents.

The use of organic solvents i biocatalysis in-
duced « rapidly expanding biotechnological field
(Zaks and Klibanov, 1988; Khmelnitsky et al.,
1988, Dordick, 1989). A biocutalyst placed into
non-aqueous medmm is subjected to many lac-
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Fig. 1. Hydrophobicity purameter (H#) for aqueous mixtuses of watet-miscible organic solvents. THF, tctrahydrofuran, ACN,

acetonitrilc; 150, 1sopropanol: EOH. ethanol; MOH, methanot.

Increasing concentrations of water-miscible or-
ganic solvents into aqueous solutions results in a
decrease of enzymalic aclivity. Threshold concen-
tration (Cyy) is the organic solvent concentration
at which hall-inactivation occurs (Khmelaitsky et
al., 1988, 1991; Vazquez-Duhalt ¢t al, 1993b).
[nactivation at high organic solvent concentration
has been corrclated with changes of protcin struc-
ture (Mozhaev et al., 1989, Ryu and Dordick,
1992). Disruption of non-covalent forces, includ-
ing hydrogen bonding, and ionic, hydrophobic
and van der Waals interactions, can lead to de-
crease in catalytic activity. A mathematical model
describing the solvent effect on catalytic activity
has been proposed (Khmelnitsky et al, 1991},
However, scveral exceptions have been found, and
extensive experimental work should be done to
obtain confident thermedynamic  predictions
{Halling, 1994).

In this work, a new numeric concept flor hydro-
phobicity of water-organic solvent solutions is
proposcd. This hydrophobicity paramcter has cor-
related with the biocitalytic behaviour of lignin
peroxidase and cytochrome «.

2. Materials and methods
2.1 Chemieals

Lignin peroxidase, partially purified, was ob-
tained from Tienzyme Ine. (State College. PA).
Cytochrome ¢ from horse heart, ycust cytochrome
¢, chloroperoxidase from Calduriomyces fumago,
human hemoglobin, and pinacyanol chloride were
obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO}. Pyrene, thianthrene and diphenylamine
were purchased from Aldrich (Milwaukee, WI).
Bromophenol bluc and protein reagent were ¢b-
tained from Bio-Rud Laboratories (Richmond,
CA). The high-performance liquid chromatogra-
phy (HPLC)-grade solvents acetonitrile, iso-
propanol, cthanol, methanol and tetrahydrofuran
were obtained from Merck (Darmstadt, Ger-
many). Tetrahydrofuran was distitled in the pres-
ence of ferrous sulphate to eliminate peroxides.
Buffer salts and hydrogen peroxide were pur-
chased from LT, Baker (Phillipsburg, NJY, Is0-1-
cytochrome « variuns were a gift from Dr. A,
Grant Mauk (Departinent of Biochemistry and
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Fig. 2. Threshold concentration (Cy,) of thianthrene oxidation in acelonitrile by horse heart cylochrome ¢ in the presence of

hydrogen peroxide

Molecular Biclogy, University of British Colum-
bia). Poly(cthylene)glycol-modificd cytochrome ¢
was prepared as previously reported (Yazquez-
Duhalt et al. 1993b) by using activated
poly{cthyleneiglycol (MW 5000).

2.2, Protein determination

Protein concenirations were estimated by
protein measurement with the Bio-Rad procedure
and by specirophotometry using the extinction
coefficicnts, us previously reported (Torres ct al.,
1995).

2.3. Reaction conditions

Specific activities of lignin peroxidase from
Phanerochaete chrysosporitm were estimated in a
I-ml reaction mixture containing from 1.4 to 7.2
nM of cnzyme and 20 xM substrate (pyrene,
thianthrene,  diphenylamine, or  bromophenot
blue} in 40 mM succinate buffer pH 4.0 with
different concentrations of water-miscible organic

solvent. When pinacyanol chloride was used the
substrale concentration was 5 ug/ml. Reactions
were starled by adding 40 M hydrogen peroxide.

Reactions with horse heart cytochrome ¢ were
performed wsing from 140 to 440 nM of cy-
tochrome ¢ in 60 mM phosphate buffer pH 6.1
with dilferent concentrations of organic solvent.
One ml cylochrome reactions were starled by
adding | mM hydrogen peroxide. For chioroper-
oxidase the buffer soletion was 60 mM sodium
acetate (pH 3.0). Reactions of all the other hemo-
proteins were carried out in 60 mM phosphate
buffer (pH 6.1).

The reaction progress was monitored spec-
trophotometrically as a decrease in absorbance
and by using the following extinction coefficient
(mM ' em ') 32.6 for pyrene at 335 nm; 35.0
for thianthrene at 254 nm; 13.6 for diphenylamine
at 279 nm; 82.35 for pinacyanol chloride at 603
nm; and 77.24 for bromophenol bluc at 595 nm,.
The specific activity is defined as the number of
substrale molecules transformed by | molecule of
protcin per time unit.
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Biocataytic activity, threshold voncentestion (Cgh solvent (agh and waler {uy} aciivities, and misture hydrophobicity at Cyy
concentrations (M) for the biocatalytic sxidation of different substrates by lignin peroxidase and hydrogen peroxide

SubstrateSolvent Marxienui iictivity (min- ')

o (Yowfvh oy '™ H oy (umol cal)
Pyrene
Tetrahydreluran 17.5 14.7 048 097 12.8
Acctonitrile 61.2 19.1 043 .94 92
Isoprarpanol any 18.8 LR .96 6.1
LEthanol 42 279 03 0.9} 6.0
Methand 573 1.7 0.7 0.90 29
Thianthrene
Tetrahydrefuran 458 180 0.55 P96 14.6
Acetonitnle 976 20.1 (a4 94 Y46
Isopropanol 505 19.6 012 0.96 6.5
Ethauol 554 262 0. .92 59
Methanel w4 281 022 .87 ]
Diphenylinmne
Tetruhydreluran 58.4 193 0.57 0.96 152
Acctonitrile 64.6 247 0.50 {92 6.6
Isopropanal 59.5 256 0.1¢ 094 1.0
Ethanol 543 271 0. 0.99 59
Mcthanol 52.3 189 0.14 0.Yi 16
Pinacyanel
Tetrahydrofuran 2744 230 043 n9s 164
Acctoniirile 3963 bt S 0.54 W2 1%
Isopropanol 3641 no (4} 9 LR
Ethanel 304.0 293 013 091 [
Methanol 157.5 15.0 wll 0.93 20

2.4, Analytical methods

Substrate hydrophobicity was eslimated by
HPLC on a Waters (Millipore) system with a UV
deteclor. Substratc hydrophobicity was deter-
mined as the clution lime on a reversc-phase
column Resolve C,, 5 # (3.9 x 150 mm). The
elution solvent was acctonitrile-water (60:40 v/v)
at a Mow rate of 1 ml/min.

Ligand binding of substrate compounds to cy-
tochrame ¢ was detecied with the spectrum
change as previously reporied (Vazquez-Duhall et
al., 1993a). Spectrum chunge was detected in a
Beckman DU-650 spectrophotometer. The sample
{1 ml) contained 5 uM cytochrome ¢ and 40 pM
substrate in phosphate buffer with different pro-
portions of organic solvent. The blank consisted
of 5 M cytochrome in the same organic solvent
concendration.

3. Results and discussion

Polarity of purc organic solvent can be esti-
mated by using an empirical parameter described
by Dimroth-Reichardt (Reichardt. 1979, E.(30),
which represents the ability of different solvents
1o solvate polar fragments measurcd by soiva-
tochromism. This paramecter has been derived
from the principle of lincar rclationship between
(rec energies (LFE relationships). The EH3D
valuc has been introduced by Khmelnitsky et al.
(1991) in a thermodynamic model for cnzyme
denaluration by organic solvents. However, with
this model, which also includes log P value, scv-
eral exceptions were found. Correlations have
been found between E{(30) value and maximurm
specific activity of cytochrome ¢ (Vazquez-Duhalt
et al., 1993b), and a solvent effect parameter (Ryu
and Dordick, 1992).
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Broatalslic wtinity, threshold conventration (01 solvent fag) and waler tey ) activeties, and minture hydrophobieny at Cy

Substrate Selent Moantium activity tmin )

Iy, Grmolical)

Pyrene
Tetruhydroturan 1.0
Acctoninile 11
Isopropiiod 0y
Ethanol (X{}
Mcthanul 1.7
Thiunthrene
Tetrahydrofuran 7
Acetoniinic 7.0
Isopropanol 6.3
Ethanol 58
Methanol 62
Diphenylamine
Tetrithydrofurin 45
Acctonitnie 9.3
Isopropanaot 83
Ethanal 6.7
Methanot 9.4
Bromophenal
Tetrabivdroluran 29
Accivudrnle 4.7
{xoprapanol 56
Ethanol 6.3
Metluinol 4.3
Pinacyanol
Tetrabiydroluran 14.1
Acctonutrile 09
Isopropinol 164
Ethanol AR
Methanol 15.4

141
250
16
L)
174

o6
822
578
6.0
617

635.4
58.0
61.5
70.4
675

62.0
6.5
[ )
562
4.9

5.2
EEE:)
L2
6.7
75.0

.37 0.96 15.1
054 0901 HE
{41 094 84
(.30 0% 6.8
0.2 (1.R6 18
0.77 0.94 20.6
0.73 0.86 15.9
.59 .88 i2.2
L1 6.81 10.3
0.51 0.63 9.1
n83 0.93 223
0.76 0.84 16.6
0.60 0.88 124
0.5% 0.76 1.4
0.54 0.59 %3
0.83 0.93 223
0.78 0.83 17.0
0.60 088 124
0.53 0.81 2
.52 0.61 %3
083 0.93 223
0.84 0.79 18.2
0.61 .87 I2.6
6.54 0.81 103
0.62 0.5l (1]

We assume that the solvent pelarity is imversely
correlated with the solvent hydrophobicity and
that, for a watcr-organic solvend mixture, the
hydrophobicity is dircctly corrclated with the or-
ganic solvent concentralion. This may be ex-
pressed by the following cquation:

!y

H =
E4(30)

where /f is the hydrophobicity parameter and
a is the thermodynamic activily ol organic sol-
vent in the mixture. In contrast to concentrations,

thermodynamic activilics represent the available
amount of organic solvent for the solvate process.
The solvent activitics {ay), in aqueous solutions,
were determined by using isothermal data for
vapor-liquid cquilibrium at 25°C, and calculated
by NRTL ecquations (Gmehling et al., 1981).
‘Thus, the hydrophobicity of an agueous mixture
of water-miscible organic solvent could be defined
by the organic solvent activity (¢x) divided by the
transition cnergy as Dimroth-Reichardt parame-
ter. Fig. | shows the hydrophobicity parameter ay
different coneentrations of orgunic solvent. In
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Fig. 3. Diffcrence spectra of cylechrome ¢ with thianthrenc (A). and pyrenc llj) Mhe percentage values represent the wewraliydrofuran

coneentration in the binding reaction mixture

contrast 1o the log P, the hydrophobicity parame-
ter (H) is correlated with the capacity to dissolve
hydrophobic compounds, such as polycyche arwe-
matic hydrocarbons (PAH} in aqueous solutions
containing water-miscible organic solvemts. For
example, solutions containing ucctonitrile (log
P = —(.33) arc able to dissolve larger amounts
of PAH than isopropano! (log P = 0.38) solu-
tions, beside the lower log P value. However, at
any concentration, in volume basis. the ucetoni-
trile solutions show higher hydrophobicity valuc
(H) than the isopropanol ones (Fig. 1).

Lignin peroxidase and cytochrome ¢ biocataly-
ses were carricd out with the aim of testing our
hydrophobicity parameler for the prediction of
catalylic aclivity in mixtures containing water-
miscible organic solvents. Biocatalylic oxidations
of 5 hydrophobic substrates in 3 different water-
miscible organic solvents were performed in the
presence af hydrogen peroxide. Lignin peroxidase

is able 10 oxidize hydrophebic substrates such as
polycyclic aromatic hydrocarbons Lo form ketones
and hydroxyles (Hamumel ct al., 1986; Vazquez-
Duhalt et al., 1994). Cylochrome ¢ showed perox-
idase activity (Fujita ct al., 1994), and was able to
oxidize thiophenes and organosulfide compounds
{(Vazquez-Duhalt ct al, 1993a; Klyachkoe and
Klibanov, 1992) and polycyclic aromauc hydro-
carbons, PAH (Torres ¢t al,, 1995). Pyrene, thi-
anthrenc, diphenylaming, pinacyanol chioride and
bromophenol bluc were used as substrates. Te-
trahydrofuran, ucetonitrile, isopropanel, cthanol
and methanol were used as organic solvents. No
oxidation was detected when biocatilyst or hy-
drogen peroxide were added alonc.

Hydrophobic substrates showed a threshold be-
uviour (Fig. 2), in which at low organic solvent
concentration, the mass action can limit the bio-
catalytic activity. When the concentration of or-
ganic solvent is increcased, the mass transfer
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limitation is reduced and the biocatalyuc activity
reaches its maximum value (100% activity). Sig-
nificant enhancement of catalytic activity has also
been found for some enzymes in systems contain-
ing low concentration of water-miscible organic
solvents (Khmelnitsky et al.. 1988; Batra and
Gupta, 1994). Then, an increase of the organic
solvent concentration induces a decrease of the
biocatalytic activity. Threshold  concentration
(Cs} is detined as the specific organic solvent
concentration at which half-inactivation occurs
(Fig. 2).

Specific threshold concenteations were found
for cach substrate using both biocatalysts (Tables
1 and 2). Similarly. differences of €y, values were
found for cach substrate and the water-miscible
organic solvent. In general, the lower the solvent
hydrophobicity, the higher is the solvent concen-
tration showing activity. On the other hand, the
lower substrate hydrophobicity, the higher is the
solvent concentration showing activity. Substrate
hydrophobicity was determined as the elution
time of the compound on HPLC system with a

reverse-phuse column (see Mcthods). This method.

has been used Tor polarity determination of hy-
drophobic compounds with P > (000 vilucs
(Braun ct al. 1986). The obtimined values were:
pyrenc, 16.25; thianthrene, 12.57; diphenylamine,
5.64; bromophenol bluc, 0.80: und pinacyanol
chloride, 0.76. This behaviour was more conspicu-

Tabice 3

Maximun: specilic aclivities and threshold  concentrations
[Cu) for pyrene ondation in telrahydroluran-water nuxtures
with different hemoproicins

Hemopriicm Miumum specific Cen (Y val}
actvily (min ')

Chloroperosulas 91 199

Lignin peroxidase 175 14.7

Hemoglobin L1 PR

Haurse heart 1.02 218
cytochrome «

PEG-cytachrome o 1524 179

Yeasl RXU| inX
150- | vy lochrome o

Phe82Gly virria 504 16.8

Lys7T9AL varant 2.62 194

O Pyrene

5 90 2 Thianthrens
Q o Diphwaylamine
= 8 Pinacyano!
°

E
E

o 10 n

oy
pu o

0 4 1 ! 1 M 1

30 40 50 60
E T (30} [Kcalimol]

Fig. 4. Lignin peroxidasc shows a lincur corrclation between
the hydrophobicity of solvent mixture a4 Cg, conccniration
{Hyo) and the polarily parameter of pure solvent [£{30)]. Pure
solvent polarities [Eq(30)} in kcal/mol are: tetrahydrofuran,
37.4;, acetonitrile, 46.0; isopropanod, 438.6; ethanol, 5t.%;
methunol, 55.5; and waler. 63.1 (from Reichaedt, 1979).

ous for cylochrome biocatalysis. Tables 1 and 2
also show the maximum specific activitics, ther-
modynamic activitics of solvent and water at Cyg
concentrations, and the system hydrophobicities
at Cy, concenlration (Hy), for lignin peroxidase
and cytochrome ¢ respectively.

From these results, it seems that the substrate
properlics arc the main lactor of the biocatalytic
behaviour in organic solvent mixtures. This could
be explained by the substrale partitioning between
the active site {hcme) and the bulk solvent. Sub-
strates can interacl with the heme group of cy-
tochrome ¢ as ligand (Vazquez-Duhalt et al,
1993a), detected by difference spectra. Fig. 3
shows the difference spectra of horse heart cy-
tochrome ¢ with pyrene and thianthrene in differ-
ent THF concentrations. Pyrenc showed a strong
interaction &t 10% THF and no interaction could
be detected @t 20% THF. Thianthrene showed an
interiction with the heme prosthetic group at 40%
THF, while no interaction has been detected at
507 THF. These substrale interaciions ure corre-
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lated with the decrease of activity when the con-
cendralion of organic solvent 15 increased.

Ryu and Dordick (1942), working on phenols
oxidation by horscradish peroxidase, suggested
that the substrate partitioning into the enzyme’s
active site In non-aqueous media is solely gov-
erned by hydrophobic interactions. We have tried
to modily the inleraction behaviour by changing
the heme pocket in the protein. This was done by
using dilferent hemoprotcins. and by using site-di-
rected varunts of iso-l-cytochrome ¢ from Suc-
charomyces cerevisiae. Three variants of yeast
cytochrome, three hemoproteins, and wo
hemocnzymes were tested for threshold concen-
tration of tetrahydrofuran tn pyrene oxidation
(Table 3). In spite of differences in the nature of
residues pliced close to heme group (active site
pockel) for the different hemoproteins, only slight
differences of solvent effect on catalytic activity
have been found.

With the aim to find a mathematical model able
to predict the salvent clTect on biocatalysis. the
Hy value was used and correlated with the sol-
vent polarity [£{30)}. A lincar corrclution has
been lound for both biocatalysts, hgnin peroxi-

O Pyrane
=3 s Thianthrene
S 20 ¢ Diphenylamine
x . +  Bromophenol blve
=
° N Plnscyanol
E 1
E
3 10
I
0 ) T T T i T -1 "

0 4 5 60 70
E_(30) [Kealmol

Fig. §. Cytochrome ¢ shows a lincar correlation between the
hydrophobicity of solvent misture at Cy, concentration #7y)
and the palarity parameter of purc solvent [E(MN)]. Pure
solvent poluritics are shown i Fig. 4 legend.

dasc and cytochrome ¢ (Figs. 4 and $). This
carcelation can predict the Heg, value for all sol-
vents and ull substrates. us follows:

He = 399 — 0,66 E30) for lignin peroxi-
dase

Hy = 40.7 — 0.69 E430) for cytochrome ¢.

Maoreover, in both cases the line projection to a
hydrophobicity value of zero (H = 0), whick cor-
responds 1o FHIY% water in the system (o = 0),
matched with the E4{30) value for water (61.3
keak/mol).

Thus, our hydrophobicity value (Ff) scems to
be a good solvent parameter for aqueous nuxtures
containing watcr-miscible organic solvent. Oa the
other hand. the substrate partitioning between
active site and bulk solvent may determine the
catalytic behaviour in systems containing organic
solvents. This substrate partitioning may deter-
mine the ', valuc before changes of protein
structure leading to the inactivation. Biocatalytic
oxidation of hydrophobic compounds cannot be
envisaged without o lavourable substrate parti-
tioning between active site und bulk solvent.
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Abstract

The effect of different water-miscible organic solvents on biocatalylic activities of chloroperoxidase from Caldariemyces
Jfumage and horseradish peroxidase was determined, A new hydrophobicity parameter for walcr-organic solvent mixtures
was used 1o predict the enzyme behavior. This thermodynamic concept of hydrophobicity also describes the catalylic
behavior of three othes biocatalysts with peroxidase activity. Se far, all reported data of peroxidase activily in increasing
concentrations of water-miscible organic solvents are effectively predicied by the thermodynamic model presented in this

work. © 1997 Elsevier Science B.V.

1. Introducticn

Enzymatic catalysis in organic solvents has
opened a new field in the biotechnological ap-
plications of proteins [1-3]. Four main advan-
tages could be obtained by using organic sol-
vents in catalytic systems: {(a) Hydrophobic sub-
steates that have a serious mass transfer limila-
tion in aqueous systems could be biotrans-
formed, such as polycyclic aromatic hydrocar-
bons [4] and asphaltenes [5]. (b) Reactions which
are thermodynamically impossible in aqueous
systems could be performed in organic solvents,
such as peptide synthesis by proteases [6), trans-
esterification by lipases [7], and condensation of

* Comesponding awthar. Biotechnolopy Institute UN.AM.,
Apaniade Postal $10-3, Cucrmavaca, Morclos 62271, Mexico. Fax:
+52-73-172388.

glucose by glucosidase to obtain disaccharides
[8. (¢) In a low water media several enzymes
are more thermostable than in aqueous systems,
allowing the performance of biocatalylic reac-
tions at high 1emperature [9]. (d) Finally. from
an industrial point of view, producis and en-
zyme recovery afler reaction could be casier
from organic solvents than from water, because
of the high vapor-pressure of organic solvents,
During the last decade several studies have
been focused on the use of physical propertics
of solvents 1o predict the catalytic behavior of
epzymes in organic solvents [10-14]. The most
common being the logarithm of the partition
coefficient octanol /water {log P) of pure sol-
vent. Nevertheless, this parameter is far from
being general [8), and it cannot be applied for
aqueous mixtures containing water-miscible or-
ganic solvents. In this work, the biocatalytic

1381-1177/97/$17.00 € 1997 Elsevicr Science B.V. Al rights reserved.
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behavior of fve-peroxidases is correlated with a
new hydrophobicity parameter.

2. Experimental
2.1. Chemicals

Purified chloroperoxidase (R, =141) from
Caldariomyces fumago was a gift from Profes-
sor M.A. Pickard {University of Alberta,
Canada). Horseradish peroxidase, pyrene, hy-
drogen peroxide and guaiacol were obtained
from Sigma Chemical (St. Louis, MO). HPLC-
grade solvents, tetrahydrofuran, acetonitrile, iso-
propanol, ethanol, and methanol, were pur-
chased from Fisher Scientific (Springfield, NJ).
Buffer salts were obtained from JT. Baker
{Phillipsburg, NI).

Table |

Threshold concentration (Cy ), organic sobvent activity and hy-
drophobicity of the solvent sysiem a1 Cy, concentrations { Hy,) for
the peroxidase activity in walcr—organic solvent media

2.2. Reaction conditions

Chloroperoxidase activity was estimated in 1
ml reaction mixture containing 20, pyrene,
20 mM KClI and different proportions of water-
miscible organic solvents in 60 mM acetate
buffer pH 3.0. The reaction was started by
adding 0.25 mM hydrogen peroxide, and moni-
tored at 335 nm. The specific aclivity was deter-
mined by using an extinction coefficient of 32.6
mM™' cm~' for pyrene [4]. Activity of
horseradish peroxidase was estimated as the
absorbance increase at 470 nm in 1 ml reaction
mixture containing 16 mM guaiacol, 1 mM
hydrogen peroxide, and different proportions of
water-miscible organic solvents in a 60 mM
phosphate buffer pH 6.1 [15].

Enzyme Organic solvent  Cy, {(Fv /1) Ref. Hyy § pmol fral)
Chloroperoxidase tetrahydrofuran 7.0 this work 052 139
aceronitrile 18.5 this work 042 91
isopropanol EES] thiswork 043 88
ethanol 220 thiswork Q.25 48
mcthanol 60 this work 020 36
Horseradish peroxidase tetrahydrofuran 180 this work 055 147
acetone 350 [19] 048 114
acetonitrile 00 this work 0.4 9.6
methanok a0 [19] Q15 27
cihylene glycol 34 [19] 013 23
Lignin peroxidase tetrahydrafuran  14.7 [16] 048 28
acctonitrile 19.] [16] 043 9.2
isopropancl i8 8§ [186] 431 63
cthanol 219 [16] 3l 60
incthanol ni [16} 17 29
Lacioperoxidase acetone 350 [19} 048 114
methanol 350 (19l 017 31
cthyleae glycol 360 [19) 014 25
Cytochrome ¢ tctrahydrofuran 191 [16] 057 151
acelonitrle 30 16} 054 117
isopropanol 276 (16} 041 84
cthanol 1y [16) 0¥ 63
methanol 278 [16] 021 338
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3. Resulls and discussion

Organic solvent concentrations at which half
of the maximum activity is obtained (Cy;) were
determined for chloroperoxidase and horseradish
peroxidase in differemt aqueous mixtures of wa-
ter-miscible organic solvents (Table 1). In addi-
tion, literature data of four other enzymes (lignin
peroxidase, horseradish peroxidase, lacioperoxi-
dase, and cytochrome ¢) have been used.

In a recent study we have proposed a new
hydrophobicity parameter for water-organic
solvent mixtures [16]. This hydrophobicity con-
cept { H ) was obtained considering the substrate
partitioning between the active site of the en-
zyme and the bulk solvent mixture (Fig. 1).
Increasing the solvent hydrophobicity (H), the
substrate is partitioned preferably from the ac-
tive site toward the solvent, reducing the biocat-
alylic activity. Substrate interaction with active
site of the enzyme decreases when hydrophobic-
ity of the solvent is increased [16]. This new
hydrophobicity parameter ( H) is directly corre-
lated with the thermodynamic activity of the
organic solvent {g,) in the mixture, and in-
versely correlated with the solvent polarity
[E;(30)]:

a,

= EG0)

We have used therrnodynamic activities, for
different organic solvent concentrations (a,),
determined from isothermal data for vapor—
liquid equilibrium at 25°C, and calculated by
the NRTL equations [17]. In contrast 1o concen-
trations, thermodynamic activities represent the

Enzyme Solvent
sSs
A -—5 A g
Sg35

available amount of organic solvent that partici-
pates in the total hydrophobicity of the system.
Thermodynamic activity of solvent (g, = %[ X,])
in an aqueous solution of a water-miscible or-
ganic sclvent at any concentration can be deter-
mined by the NRTL equation:

, A, e oAz /AT) 2
%= X BT\ X7 xR

(A,/RT )™=/ D)
(X, + X,eot4/any?

in which ¥, is the activity coefficient of the
solvent, X, and X, are the molar fractions of
water and organic solvent, respectively, R is the
gas constant in cal/mol - K, T is the tempera-
ture in K, a is the nonrandomness parameter,
and A, and A, are parameters for the interac-
tion between componenis (water and organic
solvent). The parameters for the NRTL equa-
ton; A,, A,, and a are available in the litera-
ture for several aqueous-organic systems [17].
Organic solvent polanty was estimated by the
Dimroth-Reichardt parameter [ £,(30)], which
is an empirical parameter for solvent polarity
and is directly related 10 the free energy (AG)
of the solvation process [18]. This solva-
tochromic parameter includes the total sum of
the interactions between the solute and the sol-
vent molecules by measuring the change in the
molecular structure of a dye in different sol-
vents. The solvent polarity parameter is ob-
tained from the change in the electron transition
energy of a negatively solvatochromic dye (Re-

AG®=—RTIn [A]solvent

[A] enzyme

Fig. 1. Substrate panitioning between the aclive siwgf enzyme and bulk solvenl.
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25 Cytochrome ¢
20} ¥=-06038x +38.191
15k g
o
5L
0 1 1
Chloroperoxidase
201 y=~05833x +35.967
15+
101 o
5F )
—_ 0 1 1
3 | Lignin peroxidase
= 20 y = ~062322 +38,065
5 L
E 15 o
E 1wf
[e]
£ st °
0 1 I
Horseradish peroxidase
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15+
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5 -
0 | |
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E (30} keal/mol

Fig. 2. Lincar comrclanon between the hydrophobicity of solvent
miature 2t Cyy concemration (Hy,,) and the potarity paraiwicr of
the organic solvent [ £ (30} Pure solvent polasitics, £7(30). in
keal /meol are: Tetrahydrofuran, 37.4; aceione, 41.2; acetonitnle,
46.0; isopropanol. 48 6, cihanul. 81 9. methanel. 55.5. and cthy-
Tene glycol, 563 (from Ro.chandt {IK])
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ichard’s dye), which is a pyrdiniophenolate.
The transition energies [ £;(30)] can be used
directly as empirical parameters of the solvent
polarity (18] and were calculated with the fol-
lowing equation:

c
E;(30) {keal/mol] = huN = h( T ) N

in which h is Planck’s constant, v is the light
frequency, c is the velocity of light, A is the
wavelength, and N is Avogadro's number.

Table 1 shows the values of Hy,, which is
the hydrophobicity of the solvent system in
which half of the maximum peroxidase activity
is found. In other words, it is the hydrophobicity
of a solvent system at the Cy, concentration.
Fig. 2 shows that a linear comrelation has been
found for all peroxidases and for cytochrome ¢
between the value of Hy, and the solvent polar-
ity [E7(30)). This linear corelation has also
been obtained for different substrates, including
pyrene, in the cases of lignin peroxidase and
cytochrome c [16). Our results show that thresh-
old concentrations He, of horseradish peroxi-
dase, chloroperoxidase, and lactoperoxidase can
also be predicted for all solvents and substrates,
as follows:

Hyo=b—a[ E1(30)]

Thus, this new hydrophobicity parameter, which
is defined by both the thermodynamic activity
of the organic solvent and the soivent polarity,
predicis the biocatalytic behavior of four peroxi-
dases and cytochrome c in systems containing
water-miscible organic solvents. So far, all
available data of peroxidase reactions in water-
miscible organic solvents fit the proposed math-

ematical model showing excellent correlation
coefficients.
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