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RESUMEN

A fin de desarrollar tecnologias Gtiles a la problematica del alto contenido de
azufre existente en el crudo Mexicano se realiz6 un estudio con la enzima del
hongo Galdaryornices fumago, en medios acuosos con solventes organicos. Con
dicho estudio se determind la capacidad de oxidacion de compuestos
organoazufrados recalcitrantes presentes en el crudo mexicano por dicha enzima,
encontrando que en sistemas con concentraciones de hasta del 85 porciento de

solvente se presenté actividad.

A partir de los resultados experimentales y de la correlacién con algunos
parametros termodinamicos (Capacidad de Desnaturalizacién, Coeficiente de
Solubilidad e Hidrofobicidad) se determind que el comportamiento de la enzima en
sistemas con solventes organicos puede ser explicado por la disminucion de las
interacciones hidrofdbicas, las cuales son necesarias para llevar a cabo la

biocatalisis.

Asimismo, se realizaron diferentes pruebas espectroscopicas que sugirieron
que el efecto de los solventes sobre la estructura no es determinante en la
actividad catalitica; sin embargo, la modificacion biocatalitica de sustratos
hidrofébicos por CPO es dependiente de la particion del sustrato entre el sitio
activo de la hemoproteina y el solvente organico.
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Resumen

Con base en la habilidad que presentd la hemoproteina en medios con
solventes, se plantearon alternativas para mejorar la capacidad catalitica de la
enzima como la inmovilizacién de la enzima en soportes resistentes a solventes, la
madificacién quimica de la misma con polietilenglicol y por Gltimo el uso de fluidos
en condiciones supercriticas, encontrandose que las condiciones ensayadas no
permitieron oxidar al 4,6 DMDBT.




Capitulo I
ANTECEDENTES
Problematica del Azufre en el Petréleo

La energia, en todas sus formas, es la fuerza motora de las sociedades
modernas e industrializadas. Es por ello que en nuestro pais, bajo cualquier
escenario, y de acuerdo con el grado de evolucién de la tecnologia de fuentes
alternativas, se prevé que, en los proximos 25 afios, alrededor del 70% de la

energia sera provista por los hidrocarburos.

En México, la industria petrolera se mantiene como principal fuente de
suministro de energia siendo la extraccion total de petrdleo crudo al aiio 2000, de
tres millones de barriles por dia, sin embargo para mejorar la calidad de este
energético es necesario limitar el contenido de azufre presente bajo la forma de
muy variados tipos de compuestos. En el analisis de los compuestos de azufre
contenidos en una muestra de crudo, se encuentran cuarenta y tres diferentes
compuestos organicos de azufre, siendo los mercaptanos y tiofenos, los tipos de
compuestos encontrados en mayor concentracion. Se ha encontrado que en los
gaseolos, los benzotiofenos son los compuestos mas comunes. En general, se
observa que al aumentar el peso molecular de la fraccion de petrdleo que se
estudia, aumenta la proporcion de tiofenos, mismos que constituyen el tipo de
compuestos mas dificil de descomponer (Maldonado y Campero, 1973).
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Capitulo I

Arriba del 70% del azufre de algunos crudos de Texas ha sido identificado
como componente del dibenzotiofeno (DBT), y en varios crudos del Medio Este,
benzo y dibenzotiofenos sustituidos constituyen mas del 40% del azufre organico.
La ubicuidad de derivados aromaticos de tiofeno en virtuaimente todos los crudos
ha permitido el uso del DBT como un compuesto modelo en investigaciones de
desulfuracién de aceites crudos (Aguilar, 1997).

Estos constituyentes Illamados en forma generai hidrocarburos
poliaromaticos (HPA's), son compuestos contaminantes dafiinos al planeta debido a
las emisiones por combustion de importantes cantidades de azufre en forma de
compuestos organicos, o bien en forma de particulas, dxidos de azufre y acidos
que ademas presentan potenciales efectos toxicos y carcinogénicos (Black, et al,
1983; Kusk, 1981; Pipe y More, 1986; Savino y Tanabe, 1984).

Debido a la preocupacion por estas emisiones, se han elaborado diversas
regulaciones en varias partes del mundo para reducirlas. En México normas como
la NOM-086-ECOL (1994) regulan el contenido maximo de azufre en los
combustibles ligeros; paralelamente se fortalecen estandares internacionales de
calidad como la ISO 14001 (1996), con lo que se prevé disminuir a 300 partes por
millén el contenido de azufre para el afio 2004 y a 50 partes por millén después
del 2010, lo cual justifica el interés por tecnologias que permitan disminuir el
contenido de azufre en los combustibles.
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En la actualidad, las técnicas usadas para la eliminacion de azufre son: la
Extraccién con solvente, que puede eliminar moléculas enteras azufradas de las
corrientes de hidrocarburos, sin embargo este método no es econdémicamente
factible para eliminar el azufre de fracciones pesadas de petréleo debido a grandes
pérdidas del producto; otra es por Adsorcién en matlas moleculares, ampliamente
utilizada para eliminar compuestos de azufre del gas natural, asi como
hidrocarburos, gasolinas y mercaptanos ligeros, sulfuros y disulfuros; por dltimo la
Hidrodesulfuracion catalitica que implica la reaccion de compuestos de azufre
con hidrogeno en presencia de un catalizador metdlico, resultando en la
descomposicion de los primeros en acido sulfhidrico e hidrocarburo libre de azufre
(McKetta, 1980).

Recientemente, la industria petrolera se ha interesado en procesos como la
Desulfuracién biocatalitica (BDS, por sus siglas en inglés), que presenta muchas
ventajas frente a la desulfuracion tradicional, el cual se basa en la capacidad de los
microorganismos de emplear los compuestos organoazufrados de los hidrocarburos
como fuente de azufre y utilizarlo en sus procesos metabdlicos. Entre los
microorganismos reportados con la capacidad de realizar este proceso, se
encuentran  Pseudomonas cepacia, Pseudomonas stutzeri Rhodococcus
rhodochrous, Corynebacterium sp., Mycobacterium sp., Arthrobacter sp., -
Desulfuvibrio desulfuricans, Desulfotomaculum orientis y Thermodesulfobacterium
commune (Boldrin et al, 1993; Griffoll et al, 1995; Grimberg et a/, 1996), asi
como algunos hongos como Phanerocheate leavis, Phanerocheate chrysosporium y
Plearotus ostreatus (Bezalel et al., 1996; Bogan y Lamar, 1995; Bogan y Lamar,
1996).
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Dichos microorganismos pueden realizar la desulfuracion, en condiciones
aerobias o anaerobias, segin sean las caracteristicas metabdlicas del mismo. En el
primer caso la degradacion oxidativa del azufre ocurre cuando los compuestos
azufrados se emplean como donadores de electrones, es decir, el compuesto
azufrado sufre una oxidacion, en tanto que en el segundo los microorganismos
tienen la capacidad de obtener energia a través de la reduccién del azufre del
compuesto organoazufrado a H.S que es excretado al medio (Figura 1).

|

RUTA ANAEROBIA - - DBT~ .. - RUTA AEROBIA

= I bBTmmmﬁgmasa

" DBT sulfoxido
: l DBTO 2 monooxgenasa

- Sulfuro” de Bifenito ° - i<

255

o7 o
DBT sulfona
DBY 5. S dioxgenasa

BIFENILO "+ - H,S -

3

SO yH
DBT sulfonato
2 Hidroxityfenil 2 sulfinasa

2-HIDROXIBIFENILO + so, OH OH
2, 2' BIFENOL + so.

Figura 1. Vias metabdlicas aerobia y anaerobia, para la desulfuracion del! DBT
(Grossman,1995)
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Entre las ventajas de este tipo de proceso se incluyen, bajos costos tanto de
capital como de operacion, asi como condiciones de operacion “suaves”, es decir,
baja presion y temperatura y no requerir hidrégeno por via aerobia. Sin embargo,
se presentan inconvenientes técnicos como el de remover el azufre dejando
esencialmente intacto el hidrocarburo, ésto se debe a que los microorganismos
degradan los anillos de carbono adyacentes al azufre presente en la misma
molécula. También esta el problema de biodisponibilidad, en el que siendo los
HPA’s compuestos con un alto numero de anillos bencénicos, son altamente
hidrofébicos, lo que disminuye la capacidad de los microorganismos de llevar a
cabo la biotransformacion (Volkering et a/, 1992). Una forma de disminuir estos
problemas es utilizando solventes miscibles en agua (Black et a/, 1983). Sin
embargo, estos sistemas son inadecuados para los microorganismos debido a su
toxicidad. Adicionalmente, los grandes contenidos de agua utilizados hacen que el
proceso sea hasta el momento no viable econémicamente.

Recientemente se ha demostrado la capacidad de biotransformacion de
sustratos azufrados y poliaromaticos en medios no acuosos, por enzimas como las
peroxidasas (Ayala et a/, 2000), lacasas (Bresster et a/, 2000), citocromo Pasp
(Schlenk et al, 1994) y algunas hemoproteinas no enzimaticas como el citocromo
c y la hemoglobina (Torres et al, 2000). En la Tabla I se muestran las actividades
especificas de las diferentes enzimas en la oxidacion del dibenzotiofeno como
sustrato modelo. Como puede apreciarse la cloroperoxidasa (CPO) se presenta
como una enzima atractiva por la alta velocidad de oxidacion del dibenzotiofeno.
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Enzima Sustrato Velocidad de reaccién
{moles de sustrato/mol enzima min.)
Cloroperoxidasa DBT 126
Hemoglobina DBT 0.7
Citocromo C DBT 0.7
Peroxidasa de rabano DBT 0.03
Mioglobina DBT 0.15
Hemina DBT 0.014

Tabla I. Oxidacion de Dibenzotiofeno (DBT) catalizada por hemoproteinas [Ayala
et al., (2000); Kiyachko y Klibanov, (1992);Torves et a4, (2000); Vazquez- Duhalt ef a£, (1993)]

En la Tabla II se muestran algunos compuestos organoazufrados puros
ensayados que fueron oxidados en presencia de cloruros y peroxido de hidrégeno
sin que el potencial de ionizacién presente una limitante en la oxidacién contrario a
lo observado con los compuestos poliaromaticos no azufrados, en el cual sustratos
con potencial de ionizacion de 8.2 no fueron oxidados por la CPO. Recientes
reportes demostraron la alta capacidad de remocion de azufre del diesel por
medio de una oxidacidén enzimatica de los compuestos organoazufrados acoplada a
un proceso de destilacion. La aplicacion de esta técnica resulté en una significativa
disminucion del azufre total presente en el diesel desde 500 ppm hasta 200 ppm
(Ayala et a/, 2000).
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Para la posterior eliminacion de los compuestos oxidados enzimaticamente,
se han propuesto otros métodos adicionales a ta destifacion como el de impresion
molecular selectiva, en el cual se crea un polimero que presente sitios de
reconocimiento especifico para los compuestos azufrados o sus derivados y estos
sean retenidos en dicho polimero, con lo que se permita00 reducir el contenido de
azufre total presente en el diesel desde 15 000 ppm hasta 13 000 ppm (Castro et
al., 2001). O bien, la eliminacion de las sulfonas a través de la extraccion con
acetonitrilo (Yazu et a/, 2001) o de su retencién en el soporte donde la enzima se
encuentra inmovilizada (Ryu et a/, 2002).

Compuesto PI (eV) Actividad especifica (min'!)
Tiantreno 7.80 1310 (+ 132)
2,2'- bitiofeno 7.83° 840 (+ 8)
Difenilsulfato 7.88 831 (+ 32)
Dibenzotiofeno 8.39 126 (+ 9)
Benzotiofeno 8.73 557 (+ 42)
Etil-fenil- sulfato 8.80 1725 (+145)
Bencenetiol 8.90 116 (+ 5)
Tioaniso! 8.95 2917 (+ 58)
Difenil-disulfato 9.40 352 (+ 10)
T?bla I)I. Oxidacion de organocazufrados por la cloroperoxidasa (CPO) (ayala et
al., 2000).

a P1I Potencial de ionizacién medido por transferencia de carga.

Por lo anteriormente expuesto, se puede concluir que la oxidacion
enzimatica de azufrados acoplada a un proceso de remocion de las sulfonas se
presenta como una técnica alternativa atractiva para la desuifuracion del diesel o
derivados del petréleo. Lo anterior nos lleva a determinar el potencial de la enzima
mas activa (cloroperoxidasa) para la oxidacion de azufrados en sistemas mas
parecidos al diesel o gasolina, que son los solventes organicos. A continuacion se
describen aspectos relevantes tanto de la enzima como de la biocatalisis en
solventes organicos.
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Cloroperoxidasa Caldariomyces fumago

La cloroperoxidasa (CPO) es una hemoproteina glicosilada extracelular
producida por el hongo filamentoso Caldariomyces fumago con un pesc molecular
aproximado de 42 000 Da (Figura 2). La principal actividad de la cloroperoxidasa
como enzima, son las reacciones de halogenacion, aun cuando también presenta

actividad catalitica de peroxidasa, monooxigenasa y catalasa.

Figura 2. Cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago
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Debido a ésto, la CPO es la mas versatil de las hemoenzimas conocidas y ha
sido objeto de muditiples investigaciones acerca de su estructura y funcion como
biocatalizador. La cloroperoxidasa posee caracteristicas propias de las peroxidasas
y, como se ha sido reportado por Sundaramoorthy et al. (1995), presenta
cara;ten’sticas estructurales similares al citocromo P45 el cual es una hemoproteina

no peroxidasica.

El ciclo catalitico de las peroxidasas presenta en un inicio a la porfirina con
el (Fe™) pentacoordinado en estado basal (resting state), a partir del cual la
catalisis se inicia por una oxidacion del peroxido de hidrégeno o alguno otro
peréxido organico, con alto spin, para dar una oxo (Fe™) porfirina, la cual es
llamada Compuesto I. A partir de dicho compuesto se pueden dar tres rutas
(Figura 3).

La primera ruta da lugar a la actividad peroxidasa, en donde el compuesto I
se somete a una reduccién por un electron para formar el Compuesto 11, el cual
contiene un centro oxiferril coordinado a una porfirina con la respectiva oxidacion
de un sustrato organico (‘AHz).
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.
Compuesto 27"
Fe

AHp
] Soys
«AH + OH AH + H'
Resting enzyme AHp
Compuesto
HO™H Ho0) ” :
S P4
[ ¥ N\ :
Op+HO  HOOH ~
N / >
X+ H
AX+ O/ ompucsto
AH ' n
F.
g
(,\/s

Figura 3. Ciclo catalitico de la cloroperoxidasa (CPO)

El Compuesto II es reducido por un electrén mas regresando asi al estado
basal con la simultdnea oxidacién de un sustrato. La segunda ruta, la actividad
catalasa resulta en la descomposicion de una segunda molécula de H0;,
presentandose la liberacion de H;0, /O; y el retorno del grupo hemo al estado
nativo. La tercera es la halogenacién, en esta ruta el compuesto I reacciona con un
halégeno (X) para formar un intermediario hipohalogenado con una forma de
flerro llamada Compuesto X, el cual transferird el halégeno a un sustrato (AH)
regenerando asi el estado basal.
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Ambiente proteico del Hemo.

La cloroperoxidasa pertenece al grupo de enzimas que comparten la
caracteristica de poseer al grupo prostético ferroprotoporfirina IX (Figura 4), la
cual estd unida a la proteina principalmente por puentes de hidrogeno e
interacciones hidrofébicas. Los grupos nitrdgeno de los grupos pirrdlicos proveen
los cuatro ligandos ecuatoriales del fierro, mientras que la naturaleza del quinto
ligando corresponde al grupo tiol de la cisteina 29, a diferencia del resto de las
peroxidasas, en las que el grupo axial cercano es una histidina (Sundaramoorthy et
al, 1995).

De la misma manera en que en el citocromo Paso, €l grupo tiol de la cisteina
en la CPO funciona como un fuerte donador de electrones interno que facilita el
rompimiento del enlace O — O que da lugar al compuesto I de las peroxidasas
(Figura 3). En consecuencia con este hecho, la biocatalisis se favorece. La parte
distal del hemo de la CPO esta ocupada por una molécula de solvente, la cual esta
demasiado lejos, 3.4A, como para formar un enlace axial fuerte. Debido a lo
anterior, el fierro de la cioroperoxidasa presenta un estado pentacoordinado de
alto spin. El sitio activo de la CPO es de caracter polar como en la mayoria de las
peroxidasas y el aminoacido involucrado en el rompimiento dei enlace O-O es el
acido glutamico 183 (Sundaramoorthy et g/, 1995 ).
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La estructura cristalografica de la CPO muestra que tanto los contornos
como el fierro del hemo estan accesibles a! sustrato, aunque en una dimension
diferente; es decir, el acceso al fierro del hemo esta limitado a sustratos pequefios,
mientras que el acceso a los contornos del hemo presenta mayor tamaiio. Esto
resulta en una enzima capaz de reconocer un amplio nimero de sustratos de
diversa naturaleza quimica, lo que la hace un biocatalizador muy atractivo
principalmente para la industria de sintesis.

Figura 4. Ferroprotoporfirina IX, grupo prostético de las peroxidasas
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Reacciones de oxidacion de la cloroperoxidasa

El campo de reacciones catalizadas por la CPO es muy amptlio, incluye entre
otras, la deshidrogenacion, halogenacién oxidativa, descomposicién de perdxido de
hidrégeno y oxidacion (Figura 5).

Deshidrogenacion oxidativa

2SH + H;0, ——» 25 + 2H0
Halogenacién oxidativa

SH + H,0; + HM 4+ xO) ——» SX + H,0
X=Cl, Br, 1.

Rompimiento del H,0;
2H0, —» 2H,O0 + Oy

Transferencia de oxigeno
SH +0O; —% SOH + HO

Figura 5. Actividades cataliticas de la cloroperoxidasa de C. fumago.

En la bibliografia se encuentran reportadas una gran cantidad de sustratos
en reacciones de oxidacion catalizadas por la CPO y en Ia Tabla III se resumen
algunas de estas reacciones que hacen de esta enzima un biocatalizador muy
atractivo.
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TIPO DE REACCION CARACTERISTICAS CONVERSION REFERENCIAS
(SUSTRATO) (%)
Oxidacion de Reaccion prometedora para 24-100 Colonna et al,
heteroatomos. producir sulféxidos quirales. 1993
(alquil-aril-sulfuros) |Alta  actividad  catalitica.
Ejemplos: Produccién del enantimero
Cgs Hs-S- CH; con alta pureza.
0-CH5 Ce Hy —=S- CH,
Oxidacion de Produccién de compuestos 2-100 Zaks y Dodds, 1995
alquenos. quirales  bioactivos. Aita
(olefinas) produccion de  epdxidos
Ejemplos: puros con cis - alquenos
Cis-2-hepteno pequeifios de hasta 9
carbonos.
Oxidacion de Método mas eficiente vy 70-99 Van Deurzen,1996

indoles.

Ejemplos:
5-Cl indol
4-Cl| indol

rapido que el quimico en la
obtencion de oxindoles con
alta pureza. Disminucidn en
la capacidad de oxidacion
cuando el indol se encuentra
sustituido en las posiciones

S5y6.
Oxidacion de Obtencidn de aldehidos y en - Geigert et al., 1983
alcoholes primarios |algunos casos el acido

correspondiente.
Otros tipos de Hidroxilacién selectiva de -- Zaks y Dodds, 1995
reacciones hidrocarburos ciclicos Y

alquenos

Tabla IIL. Algunas reacciones catalizadas por CPO en presencia de H,0,,
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Enzimologia en medios no convencionales

La alta hidrofobicidad de los compuestos presentes en el diesel obliga al uso
de solventes organicos como medio de reaccion, lo cual ha probado ser un sistema
extremadamente (til para expandir el rango y la eficiencia de las aplicaciones
practicas de la biocatdlisis (Khmelnitski y Rich,1999). Desde un punto de vista
biotecnoldgico, existen numerosas ventajas al utilizar enzimas en medios no
acuosos, entre ellas estan: aumento de la solubilidad de sustratos no polares,
como en la oxidacion de hidrocarburos poliaromaticos; ajuste del equilibrio
termodinamico a favor de la sintesis sobre la hidrolisis, como en la sintesis de
peptidos por lipasas y aumento en la termoestabilidad de la enzima, como el caso
de las lipasas que se mantienen estables por largo tiempo a 100 °C (Ortiz- Ledn et
al, 1995; Kise y Hayakawa, 1991; Zaks y Klibanov, 1985). En la Tabla IV se

muestran ejemplos de enzimas y reacciones en este tipo de medios.

Reaccion Enzima Medio
Oxidacion de colesterol Colesterol oxidasa Tolueno
Oxidacién de alcoholes Alcohol deshidrogenasa Eter
Oxidacidn de fenoles Peroxidasa de rabano Dioxano
Hidrdlisis de sacarosa Levansacarasa Acetonitrilo
Sintesis de péptidos Quimotripsina Dimetilformanida
Resolucién de mezclas Lipasas Heptano
racémicas
Condensacion de glucosa Glucoamilasa Etilenglicol
Sintesis de sacarosa Invertasa Butanol
Sintesis de poliesteres Lipasas Eter

Tabla IV. Reacciones enzimaticas en sistemas con solventes organicos (Dordick,
1991)
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Sin embargo la naturaleza del solvente puede afectar ia catalisis enzimatica
de formas diferentes, una de ellas es causar inhibicion o inactivaciéon por
interaccién directa con la enzima, al destruir los puentes de hidrégeno y las
interacciones hidrofdbicas, o simplemente cambiando la constante dieléctrica del
ambiente; otra forma es que el solvente puede afectar la interaccion del sustrato y
del producto con el sitio activo de la enzima (Hwang y Arnold, 1991; Laane et a/,
1987; Martinez y Arnold, 1991; Mozhaev et a/, 1989). La Tabla V resume las
principales ventajas y desventajas de la biocatalisis en medio organico.

Principales ventajas Principales desventajas
Alta solubilidad de sustratos hidrofdbicos. [ Disminucién de la actividad enzimatica
Incremento de la regio-, enantio- y|Los disolventes polares pueden actuar

estereoespecificidad. como desnaturalizantes

Ajuste del equilibrio quimico Inactivacion en la interfase en sistemas de
dos fases.

Eliminacién de la contaminacién Toxicidad

microbiana

Mejoramiento de la termoestabilidad de

las enzimas.

Reducciéon de las reacciones laterales
encontradas en agua.

Inmovilizacion de enzima en ocasiones
innecesaria.

Mas féacil recuperacion del producto con
solventes de bajo punto de ebullicién
Tabla V. Efectos generales de los solventes organicos en la biocatailisis

En afios recientes, diversos estudios se han llevado a cabo con el fin de
entender los procesos involucrados en el comportamiento de las enzimas en
solventes organicos, particularmente en la elucidacion de las propiedades
estructurales de las enzimas en ambientes no acuosos, en el mejoramiento de las
propiedades cataliticas, en el disefio de nuevos tipos de medios de reaccidn vy,
eventualmente, en la implementacion de estos desarrollos en aplicaciones a gran

escala.
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Con las investigaciones realizadas por Zaks y Klibanov, (1988) se determind
que para que exista actividad biocatalitica se requiere de una cantidad minima de
agua. La cantidad indispensable requerida depende de cada enzima y el medio en
que se encuentre. Las evidencias recientes sugieren que se necesita que los
residuos de aminoacidos cargados sean solvatados por el agua para que la enzima
sea cataliticamente activa. Por ejemplo, la a- quimotripsina se mantiene activa (en
un sistema con butano) con tan solo 50 moléculas de agua por molécuia de
enzima, mientras que otras enzimas hidroliticas como subtilisina y varias lipasas a
rmenudo requieren concentraciones mucho menores (Dordick, 1989). Esta
concentracion de agua es desde luego dependiente del tipo de solvente utilizado.

La incapacidad de la mayoria de los solventes organicos (no polares) de
formar los mdiltiples puentes de hidrégeno que forma el agua con la proteina, por
un lado y la baja constante dieléctrica de los sistemas no acuosos por otro lado,
provocan que la flexibilidad de una enzima en sistemas con baja actividad de agua
esté significativamente disminuida. La baja flexibilidad de las enzimas o su alta
rigidez trae como consecuencia que las enzimas sean menos activas, aungue,
como ha sido reportado, su termoestabilidad sea mas alta (Zaks y Klibanov,1988).

En este tipo de sistemas existe una cierta competencia por el agua entre ia
enzima, el solvente, el sustrato y el producto. Por lo anterior es recomendable
utilizar como parametro de contenido de agua la actividad termodinamica que nos
indica la disponibilidad real del agua para la enzima y es un valor igual en todas las
fases del sistema en equilibrio.
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Las reacciones {levadas a cabo en condiciones optimas de actividad de agua,
con solventes hidrofdbicos, el uso de solventes o aditivos con capacidad de
formacion de enlaces de hidrogeno, pueden ayudar a aumentar la actividad
catalitica de las enzimas en medios no convencionales (Zaks y Klibanov, 1988;
Kitaguchi y Klibanov, 1989; Halling, 1994).

Uno de los aspectos que debe tomarse en cuenta para evitar la caida en (a
actividad catalitica en medios con baja actividad de agua es el estado de
protonacion de la enzima. En sistemas acuosos la actividad biocatalitica es
altamente dependiente del estado de protonacion de los grupos ionizables de la
proteina, y dado que en solventes organicos el pH no tiene un significado real, el
estado de protonacion estara controlado por el pH de la solucidn acuosa a la cual
estuvo la proteina expuesta previarhente. Este fendmeno fue nombrado como
“memoria al pH”. Es decir el comportamiento biocatalitico de la enzima en
solventes organicos estara en funcién del pH de la Gitima solucion acuosa a la cual
fue expuesta. El fenémeno de “memoria al pH” fue cuantitativamente elucidado
basandose en estudios de espectroscopia de infrarrojo; en donde el estado de
ionizacion de diferentes compuestos modelos que contenian grupos funcionales
encontrados en las proteinas (grupos amino, carboxilos y fenolicos) fue
determinado en estado sdlido después de ser liofilizados a diferentes valores de
pH. Los valores de pK, de los compuestos modelos fueron muy similares (0.3
unidades de diferencia) en solucidn acuosa y en estado liofilizado. Esto significa
que la remocion de agua por liofilizacion no afecta el estado de ionizacion de

grupos cargados (Constatino et g/., 1997).
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Posteriores trabajos se enfocaron a determinar si los cambios estructurales
de las enzimas expuestas al solvente organico eran los responsables de la
disminucion de la actividad. Reportes con diferentes solventes organicos mostraron
que, sin importar en que solvente se encontraba la enzima, la estructura
secundaria y terciaria era virtualmente idéntica (Schmitke et a/, 1997; Griebenow
y Klibanov, 1997). Sin embargo Kijima et a/, (1996), demostraron que los cambios
estructurales de la enzima a—quimotripsina eran los principales responsables de los
cambios en la actividad catalitica. En conclusion, la actividad catalitica puede o no
estar relacionada con los cambios estructurales de la enzima y esto dependera de
la enzima misma.

Con el paso de los afios muchos estudios se han llevado a cabo con el fin de
explicar mediante parametros fisicoquimicos (constante dieléctrica, coeficientes de
solubilidad, parametros de solvatacion, etc.) y estructurales (fluorescencia de
proteinas) el comportamiento de las enzimas (cambios en la especificidad,
actividad, selectividad, etc.) (Fitzpatrick y Klibanov, 1991; Kijima et a/, 1996;
Rosell et a/,, 1995).

El trabajo pionero realizado por Laane et a/, (1987) sobre el efecto de los
_ solventes organicos en la biocatalisis llevé a la conclusién que los solventes mas
apropiados para la actividad catalitica son aquellos con un log P > 4 (donde P es el
coeficiente de particién entre 1-octanol y agua), los 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 conformacion de la enzima, en tanto que los mas hidrofdbicos no
tienen esa capacidad (log P>4).
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Posteriormente se encontré que la polaridad del sustrato y producto tienen
que tomarse en cuenta en la correlacion propuesta por Laane et al. (1987). Yang
et al. (1994) propusieron que para sustratos polares los solventes mas adecuados
son los que tienen un log P menor a 2 y para sustratos apolares los mejores
solventes son aguellos con un log P mayor a 4.

La estabilizacion del estado basal del sustrato, la energia del estado de
‘transicidn y las intensidades de las interacciones enzima - sustrato pueden ser
significativamente afectadas por el solvente organico, estos efectos han sido
cuantitativamente determinado como responsables particularmente de la reduccion
de la actividad enzimatica (Xu et al, 1994; Wangikar et g, 1995; Schmitke et al,,
1996). Esto puede ser resuelto con la seleccién adecuada del sistema de solventes
a utilizar; esta seleccion deberd estar basada principalmente en las propiedades
termodinamicas del solvente, las cuales disminuyan la energia de solvatacion del
sustrato, incrementandose asi las interacciones enzima — sustrato y favoreciendo la

estabilizacién del estado de transicion.
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Modelos termodinamicos para predecir comportamiento biocatalitico en
medios con solventes organicos

Diferentes autores han reportado que la tendencia a la desnaturalizacion de
proteinas por mezclas acuosas de solventes puede ser explicada mediante modelos
termodinadmicos, los cuales ayudarian a predeterminar la concentracién de
solventes en el sistema que permita mantener en estado nativo a la proteina y con
ello mantener su actividad catalitica.

Entre los primeros reportes se encuentra el trabajo realizado por Martinek et
al. (1981), basado en la nocion de que, parte de la desnaturalizacidn es ejercida
por un solvente con alta capacidad de tener interacciones solvofdbicas, que juega
un importante papel en mantener la conformacion nativa. En este trabajo se usd la
energia libre de micelizacidn de un surfactante estandar, como una medida de la
capacidad de diferentes solventes para mantener las interacciones solvofébicas. De
acuerdo a este criterio los mejores solventes para proteinas son agua, glicerol y
etilenglicol, ya que el resto de los solventes son desnaturalizantes fuertes. Sin
embargo, se presenta la limitante de que en algunos solventes como los alcoholes
alifaticos de cadena corta la micelizacion no ocurre; ésto y el hecho de que dicho
modelo no permite la prediccion de la concentracion de solvente a la cual la
enzima se encuentra intacta hace que este modelo no sea adecuado. Debido a ello
Khmelnitsky et a/. (1991) propusieron un criterio cuantitativo para la seleccion de
solventes organicos como medio de reaccidn basado en un modelo que involucra
los enlaces de la enzima con moléculas de agua y de solvente en la proteina
nativa, de ésto deriva una escala llamada Capacidad de Desnaturalizacion (DC,
por sus siglas en inglés) con la cual se pueden predecir cuantitativamente las
concentraciones limite de varios solventes a las cuales diferentes proteinas
mantienen sus propiedades nativas.
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Por su parte Rosell et al (1995), propusieron un modelo basado en el efecto
hidrofébico, que refleja la baja solubilidad de moléculas no polares en agua, de lo
cual se obtiene una escala del Coeficiente de Solubilidad. Este parametro se
correlaciond directamente con la desnaturalizacion de la proteina y ello con la
disminucion de su actividad. Los autores utilizaron al naftaleno como sustrato y
midieron sus cambios en la solubilidad al incrementar la concentracion del
solvente, asi como al cambiar el tipo de solvente utilizado. Al correlacionar estos
resultados con la Cso (concentracion de solvente a la cual se obtiene la mitad de la
actividad maxima) de varios biocatalizadores como mioglobina, tripsina,
quimotripsina, citocromo c y lacasa encontraron buenas correlaciones, apoyando la
tesis que la desnaturalizacion por solventes organicos se encuentra principaimente

relacionada con la disminucion del efecto hidrofébico (Rossell et a., 1995).

Al existir varias excepciones que no se acoplan al modelo propuesto por
Khemelnitsky et a4/ (1991), se propuso un nuevo parametro llamado
Hidrofobicidad (Hse) para predecir el comportamiento biocatalitico de la lignino
peroxidasa y citocromo C. Dicho concepto incluye la actividad termodinamica del
solvente, la polaridad del solvente medido por el parametro de energia de
transicion E1[30] de Dimroth-Reichardt. La hidrofobicidad dei soivente fue utilizada
para la prediccidn de la concentracion umbral Csp (Figura 6) para la oxidacién
biocatalitica de cinco sustratos hidrofébicos en sistemas acuosos con solventes
organicos (Torres et al., 1996).
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La dilucidacién de algunas de las causas de la disminucidn de la actividad
catalitica de las enzimas en un medio organico ha llevado al planteamiento de
nuevas estrategias con el propdsito de mejorar la funcionalidad de las enzimas en
estos sistemas.

Una de las estrategias empleadas para incrementar la actividad catalitica en
solventes organicos ha sido la aplicacién del Estampado biomolecular; es decir, la
induccion de una mejor conformacion estructural del sitio activo de la enzima para
un determinado sustrato. La conformacién inducida se logra a través del
acomplejamiento de la enzima en solucién con un ligando quimicamente similar al
sustrate pero que no produzca reaccién. La remocion del ligando en solvente
anhidro mantiene el sitio activo de la enzima en una conformacion estructural de
mayor afinidad para el sustrato de interés. Como resultado de este procedimiento
tres proteinas, alb(mina, papaina y lactoglubulina mostraron actividad catalitica en
reacciones de - eliminacion en acetonitrilo, mientras que las mismas proteinas no
sometidas a ese tratamiento no mostraron actividad para la misma reaccion (Ohya
et al, 1996; Slade y Vulfson, 1998).

Otra ha sido la Ingenieria de proteinas; es decir, el mejoramiento del
comportamiento enzimatico por modificacion de la naturaleza del biocatalizador,
esto incluye, inmovilizaciones del biocatalizador, el acomplejamiento de las
enzimas con lipidos o surfactantes, las modificaciones quimicas, genéticas o ambas
de la proteina (De Santis y Jones, 1999).
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Por ultimo, y sin dejar de encontrarse en constante desarrolio es la
modificacion de las propiedades del medio de reaccion, lo cual ha contribuido
notablemente a mejorar las propiedades cataliticas de las enzimas como la
especificidad, selectividad, estabilidad y la termoestabilidad, v que se ha
denominado como Ingenieria de solventes y se refiere al estudio de las
caracteristicas termodinamicas dé los sistemas de reaccion que influencian el
comportamiento de las enzimas en medios no convencionales (Dordick, 1989;
Halling, 1990).

Un sistema particularmente interesante son los fluidos supercriticos como ha
sido reportado por Kamat et a/. (1995), los cuales son muy atractivos para realizar
ingenieria de solventes es decir, para el estudio de la relacion de ambiente —
estructura — funcidon, ya que es posible manipular las caracteristicas
termodinamicas de estos medios con cambios en la presién y/o temperatura sin

cambiar la naturaleza del solvente.

El estudio de las reacciones en fluidos supercriticos se ha incrementado
debido a que resultan una excelente opcion para reemplazar a los disolventes
organicos. Un medio supercritico es aquel en el que un fluido se encuentra a
temperaturas y presiones por arriba de su punto critico en el diagrama de
equilibrio liquido — vapor y por lo tanto no se puede licuar al incrementar la
presién de! sistema (Figura 6).
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. Regién de Fluidos
Supercriticos

Pe

Liquid

Solido

Presién

Temperatura Tc

Figura 6. Diagrama de Fluidos Supercriticos

Adicionalmente los Fluidos supercriticos presentan caracteristicas atractivas
como coeficientes de difusién similares a los de los gases, su tension superficial es

de casi cero, viscosidad del orden de magnitud de los gases y una densidad similar
a la de los liquidos.

En la Tabla VI se muestra un pequerio listado de reacciones enzimaticas en
condiciones supercriticas. En donde se observa que, el CO; ha sido el medio mas
utilizado para reacciones en condiciones supercriticas, debido a ello el CO;
presenta condiciones criticas relativamente bajas (Tc=31 °C y P.= 0.38 MPa), es
un material no toxico, relativamente barato e inerte.
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Otros materiales han sido probados en condiciones supercriticas como
medios de reaccién con el fin de mejorar la actividad y estabilidad de algunas
enzimas. El uso de etano, propano, fluoroformo y hexafluoruro de azufre en
v condiciones supercriticas como medio de reaccion para sintesis de acrilatos por la
‘ : Iipasa de Candida cylindracea ha sido informado (Kamat et 3., 1993). Por los -
resultados obtenidos, el fluoroformo aparece como un buen material para estudios
de ingenieria de solventes debido a que presenta los cambios mas evidentes en
sus propiedades termodinamicas al alterar la presién del sistema. Sin embargo, los
materiales descritos anteriormente presentan la desventaja de ser toxicos,
explosivos 0 de empleo muy delicado, por lo que sus estudios tanto a nivel de
investigacion como industrial son limitados.

Reaccion Enzima Medio de reaccion y

condiciones

Aciddlisis de treolina Lipasa CO,, 50 °C, 100 atm

Oxidacion de colesterol Colesterol oxidasa CO,, 35 °C, 100 atm

Transesterificacion de acido | Lipasa CO,, 40 °C, 28 MPa

palmitico

Esterificacion de  acido|lipasa CO,, 40 °C, 13 MPa

oleico

Tabla VI. Reacciones enzimaticas en fluidos supercriticos (kamat et al., 1995;
Nakamura, 1990)

La seleccién del mejor sistema para una reaccion dada dependerda de varios
factores como la compatibilidad del solvente con la reaccion de interés, asi como
que la particion de los sustratos y productos no causen inhibicion de la enzima al
ser retenidos cerca del sitio activo (Sato et. a/,1995; Yang, et a/, 1994), asi como
que el solvente sea inerte, poco toxico, disponible, de bajo costo y principalmente
que afecte lo menos posible a la estructura de la enzima.
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Limitaciones de las peroxidasas en la oxidacion de sustratos hidrofobicos

En sistemas acuosos hidrofilicos la interaccion entre el sitio activo de la
enzima y el medio se ve favorecido al incrementarse la hidrofobicidad del sustrato,
siempre y cuando el ambiente proteico del sitio activo sea hidrofdbico. Esto resulta
en una mayor afinidad por el sustrato y una mayor actividad catalitica al
incrementarse la hidrofobicidad del sustrato (Backes et a/,1993; Khatisashvili et
al.,1997; Satoh et a/,1999). Por otro lado, la biocatalisis con solventes organicos
obedece al proceso contrario: el aumento de la hidrofobicidad del sustrato podria
disminuye la interaccion con el sitio activo de la enzima si este es hidrofobico
(Torres et al., 1996). Es decir, la biocatdlisis con sustratos hidrofébicos en sistemas
organicos esta limitada por la particion del sustrato hidrofdbico hacia el solvente, lo
cual disminuye tanto la actividad catalitica como la afinidad por el sustrato (Ryu y
Dordick, 1992; Wangikar et a/., 1995).

Como resultado de trabajos reportados fue posible demostrar que la
biocatdlisis del citocromo C con sustratos hidrofdobicos, como los compuestos
aromaticos, esta seriamente limitada por la particiéon del sustrato entre el sitio
activo y el solvente. En un inicio, al aumentar la concentracién de solvente
organico la actividad especifica aumenta hasta un maximo, ya que se disminuyen
los problemas de transferencia de masa. A mayores concentraciones de solvente y
después de alcanzar ese maximo, la actividad disminuye debido a la disminucion
de la interaccion entre el sitio activo y el sustrato, y/o a una desnaturalizacién. En
la Figura 7 se ilustra esta idea junto con Csg.
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Figura 7. Representacion del concepto de concentracion umbral (Cso) en la
oxidacion de tiantreno en acetonitrilo por citrocromo C de corazén de caballo
en presencia de peroxido de hidrégeno (Torres et a/., 1996).

Ensayos con diferentes sustratos mostré que la Csp (concentracién de
solvente a la cual se observa el 50% de la actividad maxima) variaba en funcion de
ia hidrofobicidad del sustrato (Figura 8), con lo que se llegd a la conclusion que la
Csp era también una funcidn del sustrato y no solo del poder de desnaturalizacion
del solvente como habia sido reportado previamente (Khmelnitsky et a/, 1991;
Torres et al., 1996; Torres et al., 1997 y Torres, 1998). Los autores concluyeron
que la biocatdlisis con hemoproteinas con solventes organicos, para sustratos
hidrofdbicos estaba seriamente limitada por la desfavorable particion del sustrato
entre el sitio activo y el solvente.
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Figura 8. Efecto de la concentracién de tetrahidrofurano y la hidrofobicidad del
sustrato en la biocatalisis con citocromo C (Torres et a/,, 1997).

Por todo lo anteriormente expuesto, nace la necesidad de realizar estudios de
ingenieria de solventes con la cloroperoxidasa en la oxidacién de organoazufrados,
con el propdsito de determinar su comportamiento biocatalitico en sistemas no
acuosos y con ello determinar sus limitantes y potencialidades como biocatalizador

en la industria del petréleo. Para lograr lo anterior nos hemos propuesto los
siguientes objetivos
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OBJETIVOS

GENERAL

Estudiar el comportamiento biocatalitico de la CPO en sistemas orgdnicos en la

oxidacion de 4,6-dimetil dibenzotiofeno como sustrato modelo de compuestos

organoazufrados presentes en el petrdleo.

PARTICULARES

Determinar la capacidad de la CPO para oxidar 4,6-dimetil dibenzotiofeno e
identificar sus productos de oxidacion.

Estudiar el comportamiento de la CPO en sistemas monofasicos de
Isopropanol, Etanol, Metanol, Acetonitrilo, N,N- dimetilformamida,

Tetrahidrofurano y Fluidos supercriticos.

Estudiar el efecto de la hidrofobicidad del sustrato en la oxidacion catalizada
por la CPO en medios organicos.

Estudiar el efecto de la naturaleza del solvente en algunos aspectos
estructurales de la CPO, como estructura terciaria y sitio activo.

Correlacionar actividad catalitica contra parametros termodinamicos y/o

estructurales.
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Capitulo IV
MATERIALES Y METODOS

Reactivos

La cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces fumago fue amablemente
proporcionada por el Dr. Michael A. Pickard de la Universidad de Alberta, Canada.

El 4,6 dimetildibenzotiofeno (4,6 DMDBT), el 2,2-Azino — bis (3-
ethylbenzotiazoline — 6 — acido sulfénico) sal diamonio (ABTS), el pireno y el benzo
(a) pireno, asi como el Hidroperoxido de Cumeno (a.a -dimetilbenzil
hidroperoxido) se obtuvieron de  Aldrich Chemical Co. La 1- etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC) se adquirid con Sigma en tanto que el
Sulfato ferroso se compré a Productos Quimicos Monterrey y el peréxido de
-hidrégeno a Fermont. Las sales para la preparacién de los amortiguadores asi
como el sulfato de sodio anhidro, se adquirieron de J.T. Baker.

De los solventes utilizados, el Acetonitrilo grado HPLC, fue obtenido de
Burdick & Jackson, el Etanol a ].T. Baker, el Isopropanol y la Dimetilformamida
grado HPLC fueron adquiridos a Prolabo, en tanto que el Metanol, el diclorometano
y el Tetrahidrofurano fueron comprados a Aldrich Chemical Co., siendo este tltimo
destilado en presencia de sulfato ferroso antes de su uso para evitar la presencia
de peroxidos.
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Determinacion de proteina
La proteina fue cuantificada a 403 nm a partir de su coeficiente de extincion

molar cuyo valor es de €=75.3mM™* cm™,

Actividad Catalitica y Especifica

Las reacciones se IIevaroh a cabo con 20 pM de 4,6 DMDBT en presencia de
20 mM de cloruro de potasio y 1 mM de perdxido de hidrégeno, en diferentes
proporciones de solvente organico en amortiguador de acetatos pH 3, teniéndose
como volumen final de reaccion 1 mL. EL inicio de la reaccion se dié con la adicién
de H;0;. El control consistié en el mismo medio de reaccién en ausencia de la
hemoproteina. E! progreso de la reaccion se monitoreé por cromatografia liquida
de alta resolucion después de 2 min de reaccion, leyendo a una longitud de onda
de 240 nm adecuada para e! sustrato. La actividad catalitica se expresé como
actividad especifica en moles de sustrato transformado por mol de enzima
adicionada por minuto.

El estudio de la actividad de la cloroperoxidasa (CPO), de la variante
quimica, asi como de las inmovilizaciones de la misma, se realizdé en un equipo de
Cromatografia de Liquidos a Alta Presion (HPLC) Hewlett Packard Serie 1100, con
una columna de Cig Waters y un detector UV-visible, siendo la fase de eleccion una
mezcla de acetonitrilo- agua (80:20 v/v) con un flujo de 1mL/min

La actividad especifica frente a pireno y ABTS fue determinada por
Espectrofotometria UV-Vis a partir de A= 335nm £=32600 M'cm™ y A= 436nm £=
29300 M™! cm™! respectivamente.
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Identificacion del producto de reacciéon

Se repitieron por triplicado las reacciones aumentando proporcionalmente
cada uno de los componentes y teniéndose un volumen finai de 10mL en 20 % de
acetonitrilo, siendo necesaria la adicién de enzima y peroxido de hidrégeno cada
media hora por tres ocasiones, con un tiempo total de reaccién de 4 horas a una
temperatura de 25°C. £€n forma simuitanea se realizé una reaccion en 1 mL bajo
las mismas condiciones, la cual se analizé por HPLC en una columna C;g de Waters
a fin de verificar el tiempo en que se alcanza ia completa desaparicion del sustrato.

Completado el tiempo de reaccion, los triplicados se juntaron, acidificandose
el medio con 1 mL de HCl concentrado, posteriormente se procedid a extraer con
15 mL de diclorometano grado HPLC en tres ocasiones. Las fases organicas
obtenidas se juntaron haciéndose pasar a través de un flitro con sulfato de sodio
anhidro. El siguiente paso consistié en evaporar totalmente el solvente presente,
(para ello se utiliz6 un Rotavapor Buchi R-124/ B480). El control consistio del
mismo sistema que las reacciones sin enzima y tratado de igual manera que las
reacciones. El compuesto obtenido fue disuelto en 1 mL de diclorometano y
analizado por Cromatografia de Gases. El equipo utilizado fue un Cromatdgrafo de
Gases Modelo Hewlett-Packard, con Columna capilar de 30 m de Longitud,
didmetro interno de la columna 0.32 mm. Las condiciones de elucién de la muestra
fueron: temperatura inicial del horno 90 °C durante 2 min , la velocidad de la
rampa 4 °C/min, temperatura final de la rampa 300 °C, tiempo de mantenimiento
de temperatura final S min, modo de inyeccién Split 10-1 flujo de 15 mL/min, gas
acarreador helio, Columna capilar modelo NoHP190917-413, HP-1 methylsiloxane,
temperatura maxima de la columna 325 °C, cuyas dimensiones son de 30m X
320 pm X 0.2 pm.
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Bajo dichas condiciones la muestra fue analizada por un detector de
quimiluminiscencia especifico para azufre organico (Siever Instruments Inc,
modelo 355) acoplado a un detector de ionizacion de flama (FID) y Espectrometria

de Masas.

Determinacion de la actividad termodinamica

La actividad termodinamica se determind calculando el coeficiente de
actividad basandose en las ecuaciones NRTL para el solvente organico y el agua

indicada a continuacion:

Lnys=Xa’[T21(G21/Xs+XaG21)?] + [T12G12/(Xa +X:G12)?]

Ln'ya=Xaz[T12(G 12/Xa+XsG12)*1+ [T21G2/(Xs +XaG21)’]

Donde 'Ln Ys Yy Ln Ya son los logaritmos de los coeficientes de la actividad
para.élﬁolyeﬁte y el agua, respectivamente. El caiculo de la actividad se realizd
L zrﬁijltibli;:éﬁdo ‘el coeficiente de actividad por la fraccion mol. Para las dos
ecuaciones anteriores Tyo= A12/RT; T21= An/RT; Giy=exp(-ct12T12); Ga1=exp(-
a12T21). LOs valores de A2, Az, aj2 son constantes del equilibrio vapor - liquido a
25° C y 1 atm de presion (Tabla VII) 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.

Sistema Ay Ay 12
Agqua/ acetonitrilo 1133.6715 890.5739 0.5296
Agua/ etanol 26.6043 869.7678 0.2945
Agua/ metanol -45.9344 373.8877 0.3022
Agua/ isopropanol 89.1266 1177.3322 0.2884
Agua/tetrahidrofurano 1007.9396 1296.3189 0.4512
Agua/ dimetilfformamida 503.0421 -190.9073 0.3022

Tabla VII. Valores de las constantes de equilibrio vapor- liquido de los sistemas
monofasicos bicomponentes utilizados (Gmebhline et a£, 1981.).
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Determinacion de alteraciones en la conformacion proteica en solventes
organicos

Espectrofiuorometria

Se realizaron los espectros de emision de la enzima en mezclas de solventes
organicos en un Espectrofluorémetro RF-5301PC Shimadzu, con los siguientes
parametros: una amplitud de slit de emision y excitacién de 3 nm, una longitud de
onda de excitacion de 275 nm, en un rango de emisién de 280-400 nm, una
velocidad de escaneo de media y aita sensitividad, utilizandose como control la
enzima en presencia de amortiguador de acetatos 60 mM pH 3.

Calculo del CEM
E! Centro Espectral de Masas (CEM), se calculd a través de la siguiente

ecuacion:

CEM =X I, *A* M/!Iﬂ_)* A\
donde:
A= Longitud de onda de emision

1 = Intensidad a una longitud de onda de emision dada
AA = Incremento en la longitud de onda de lectura

Espectrofotometria

Por esta técnica se realizaron los espectros de absorcién del grupo hemo en
presencia de los diferentes solventes ensayados en un equipo Thermospectronic
Helios «, realizandose un escaneo de 350-500 nm con una velocidad de escaneo de
600 nm/min
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Inmovilizacion de CPO

Se inmovilizé a la enzima en dos diferentes soportes de inmunoafinidad
activados affi-gel 15 y affi-gel 102, los cuales fueron comprados a Bio- Rad. La
inmovilizacién en cada uno de ellos, se llevdé a cabo como a continuacion se
describe. Se tomo aproximadamente 1g (5mL) de affi-gel 15 y se lavé con 10mL
de amortiguador de acetatos 60mM pH3. Posteriormente se le agregé 1mL de
enzima con una concentracién de 30.4nmoles/mL vy se llevd a un volumen final de
SmL. La reaccion se llevé a cabo a 25°C con agitacién constante durante 4horas.

Posteriormente se lavd con amortiguador con el fin de eliminar aquella
enzima cuyos grupos aminos libres no hubieran reaccionado. En cuanto al affi-gel
102, a 2 g previamente lavado con amortiguador de acetatos 60 mM pH 5, se e
adiciond 1 mL de enzima (30.4nM/mL), manteniendo agitacion constante y un pH
i ehtre 4.7- 5.0. Después se adicionaron 5 mg de EDAC, para posteriormente llevar
a un volumen final de 5 mL, lo cual se mantuvo durante 4 horas a 25°C, para
posteriormente lavar con amortiguador vy asi eliminar la proteina que no se acopld
al gel (mismo que reaccionara con los grupos carboxilos libre de la enzima).
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Modificacion quimica

La modificacion quimica de la CPO se realizé con Polietilenglicol 350 (PEG-
350). Para ello se colocaron 2 mL de enzima con una concentracion de
30.4 nmoles/mL en presencia de EDAC y PEG-350. Lo anterior se llevo a un
volumen final de SmL con amortiguador de acetatos 60mM pH5 siendo la
concentracion final del PEG y EDAC, 10 veces en exceso molar por carboxilo libre
presente en la enzima. La reaccion se llevéd a cabo a 25°C, con agitacion
constante, durante 4 horas. Finalmente la solucién se dializ6 reiteradas veces con
amortiguador y se concentrd en una celda de ultrafiltracién Millipore con una
membrana de celulosa de 10 000 Da de poro.

Preparacion de la enzima para Fluidos Supercriticos

Se preparé una solucién de sacarosa 1 M en amortiguador de acetatos
60 mM pH 3 con CPO (304 nmol/mL),siendo el volumen final 5 mL, para
posteriormente colocar dicha solucion en viales que fueron centrifugados a vacio
durante aproximadamente 5 horas en un equipo DyNA vap.

Biocatalisis en Fluidos Supercriticos

La solubilidad del 4,6 dimetildibenzotiofeno (4,6 DMDBT) y la actividad
catalitica de la CPO, se estudiaron en un equipo de extraccion supercritica Hewlett
Packard Modelo 7680T. Ensayandose tres diferentes condiciones supercriticas de
CO,, tomandose como referencia el reporte de Bartle et 3/ (1991), en el que se
proporcionan rangos de condiciones de solubilidad del dibenzotiofeno en CO;
supercritico.
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E! primer paso para la realizacién de reacciones en CO, supercritico consistio
en determinar las condiciones a las cuales el 4,6 DMDBT se disuelve. Para esto se
eligieron tres condiciones supercriticas dentro del rango reportado para el
Dibenzotiofeno como punto de inicio. Las condiciones se muestran en la Tabla
VIII.

Condicion Presion (bar) Temperatura (°C) Densidad
1 76 40 0.25
2 211 40 0.85
3 211 60 0.74

Tabla VIII. Condiciones probadas para fluidos supercriticos (Bartle et al., (1991)

Las reacciones se llevaron a cabo en las mismas condiciones supercriticas
durante 15 min de equilibrio y S min de extraccion, siendo ei sustrato 4,6 DMDBT
20 uM, necesitandose el uso de hidroperoxido de cumeno 2 mM. El sustrato se
removid de la celda de extraccidn con acetonitrilo y se cuantificé por Cromatografia
de liquidos a Alta Presidén. En la Figura 9 se muestra el diagrama de flujo del
equipo de CO,.

Baomba de cosolvente Trampa de retencion

[ |

Colector de Fracciones

Celda de reaccion
(acero inoxidable)

o

TR N

Fluido Extractor Soiventes de Elucion
Figura 9. Esquema del equipo de Extraccion supercritica usado para reacciones en
CO:; supercritico.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Capacidad de oxidacién de la cloroperoxidasa (CPO)

Como primera parte del trabajo experimental se verificd la capacidad de la
cloroperoxidasa (CPO) de oxidar al 4,6-dimetildibenzotiofeno (4,6 DMDBT), el cual
se tomé como compuesto modelo de investigacion de organoazufrados presentes
en el petrdleo. Para ello, en un sistema con 15 % de acetonitrilo se colocd a ia
enzima en presencia de dicho compuesto observandose una disminucién en la
concentracion del organoazufrado, la cual fue proporcional a la cantidad de enzima
adicionada. Este resultado confirma que la oxidacion del 4,6 DMDBT es debida a la
accion de la enzima (Figura 10).
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Figura 10. Oxidacion del 4,6 DMDBT en funcién de la concentracion de enzima.
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Posteriormente se procedié a determinar el intervalo de tiempo de reaccion
mas adecuado para determinar la velocidad inicial. Para ello se monitored la
desaparicién del 4,6 DMDBT a lo largo del tiempo, determinandose asi que la
velocidad inicial podria ser calculada durante los dos primeros minutos de reaccion
(Figura 11).
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Figura 11, Cinética de desapariciéon del 4,6 DMDBT por accion de la CPO.
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Identificacion del producto de reaccion

Los cromatogramas obtenidos por HPLC de las reacciones realizadas,
evidencian la presencia de dos picos en los primeros minutos de elucién (Figura
12). El primer pico con un tiempo de retencién de 1.6 min desaparece lentamente

para dar lugar al segundo pico con tiempo de retencion de 1.8 min.

ParE Tigeien 3 Semoe 2

Products ds oxidaciém

Figura 12. Cromatograma por HPLC de reaccion. En el recuadro se muestra el
espectro de absorcién del producto de reaccion con tiempo de retencion 1.8
min.

A partir de lo observado en los espectros del HPLC se procedié a realizar la
misma reaccidén en mayor proporcion a fin de obtener el Producto de oxidacion
en una mayor cantidad que permitiera su analisis por otras técnicas.
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La primera determinacion se llevé a cabo a través de una cromatografia de
gases (Figura 13), realizdndose un control con el 4,6 DMDBT, el cual aparece a un
tiempo de retencién de 27 min, en tanto que el producto de oxidacion aparece a
33 min., como era de esperarse, el producto tiene peso molecular mayor, lo que
incrementa el punto de ebullicion, y por ende, se retiene mas tiempo en la
columna. Posteriormente se realizé el analisis del producto por espectrometria de
masas. El resultado mostré la presencia de un pico a 35 min que corresponde a un
compuesto con un peso molecular de 244 m/z, que indica la adicion de dos
moléculas de oxigeno al 4,6 Dm DBT, asi como ios picos de fragmentacién de 215
m/z, 201 m/z, 195 m/z, 165 m/z, 150 m/z (Figura 14). La generacion del
producto oxidado del 4,6 DMDBT por la CPO permitiria la separacién del mismo
mas faciimente debido a cambios en las propiedades fisicoquimicas como la
solubilidad, punto de ebullicidn. Por otro lado, existen informes que a través de la
reaccion de oxidacion del DBT se ha logrado obtener la sulfona del DBT catalizada
por el citocromo ¢, (Vazquez-Duhalt, et g/, 1994), la hemoglobina (Torres, et al,
2000), lacasa (Bresster et al,2000), citocromo P4sp (Schlenk, et al, 1994) y la
lignino peroxidasa (Torres, et al, 1996). Por lo que pensamos que el producto
obtenido a partir de la catdlisis con CPO podria ser la sulfona del 4,6 DM DBT.
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Figura 13, Analisis por cromatografia de gases del producto de la reaccién catalizada por la CPO
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Figura 14. Andlisis por Espectrometria de Masas del producto de la reaccion catalizada por la CPO.
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Actividad catalitica y especifica de la cloroperoxidasa de C. fumago en
mezclas acuosas con solventes organicos

Con el propdsito de comprender el comportamiento biocatalitico de la CPO
en solventes organicos se procedié a determinar la actividad especifica de este
biocatalizador en diferentes solventes miscibles. Los solventes seleccionados
fueron acetonitrilo (ACN), metanol (MeOH), etanol (EtOH), dimetilformamida
(DMF), isopropano! (ISO) y tetrahidrofurano (THF), solventes todos miscibles que
van desde los muy polares como el metanol hasta los poco polares como el
tetrahidofurano. Siendo en acetonitrilo al 20 % e isopropanol al 40 % donde se
observaron los maximos valores de actividad especifica con 1534.03 min* para el
primero y de 2466.17 min™? para el segundo, en tanto que en sistemas con etanol
al 20 %, metanol al 25 %, tetrahidrofurano y N,N dimetilformamida al 10 %, los
valores de actividad maxima fueron de 903.70 min’!, 951.53 min? ,1507.77 min™
y 1904.45 min’! respectivamente (Figura 15).
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Figura 15. Comparacion de actividad especifica de CPO constante en diferentes
solventes.
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Como se muestra, la biocatdlisis llevada a cabo con solventes de
hidrofobicidad media como el acetonitrilo, metanol, etanol e isopropanol, esta
favorecida a bajas concentraciones de solvente, debido probablemente a que los
mismos ayudan a disminuir los problemas de transferencia de masa, hasta
alcanzar un maximo, después de lo cual se presenta una disminucion de la
actividad de la enzima. Lo anterior puede deberse a que a altas concentraciones de
solvente se ocasiona la desnaturalizacion de la enzima, lo que a su vez ocasiona la
pérdida de actividad catalitica.

A su vez en los solventes como el Tetrahidrofurano y la NN
dimetilformamida se observa que la maxima actividad se presenté a la minima
concentracion de solvente, lo cual pudo deberse a una ailta capacidad de
solvatacién de cada uno de ellos, aun cuando al igual que como con los primeros
solventes al aumentar la concentracion de solvente se observa que la actividad
disminuye hasta ser nula, lo cual puede deberse a que los mismos solventes
ocasionen una desnaturalizacion de la enzima.

El efecto de los solventes sobre el comportamiento catalitico de la
peroxidasa de rabano blanco, la lignino peroxidasa de P. crysosporiumm, y varias
enzimas no peroxidasicas ha sido estudiado con anterioridad (Bogan y Lamar
1995; Sato, et al, 1995; Klyancho y Klibanov 1992; Torres, et al., 1996). De estos
estudios se ha reportado un comportamiento similar al obtenido en este estudio
para sustratos altamente hidrofébicos. Es decir, cuando el sustrato es hidrofébico,
el comportamiento de las enzimas muestra la forma de una campana.
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La disminucidn de la actividad después de alcanzar el maximo (Figura 15) se
debid, por un lado, a la desnaturalizacion de la enzima por parte del solvente (Ryu
y Dordick, 1992) y, por otro lado, a efectos del solvente sobre la solvatacion del
sustrato (Torres, et al, 1996). Cuando el sustrato es poco hidrofébico el
comportamiento es un tanto diferente. La actividad se mantiene intacta (el 100%)
hasta una concentracidon de solvente donde disminuye drasticamente hasta cero.
La disminucion en la actividad para sustratos poco hidrofobicos es debido
principalmente a la desnaturalizacion de la enzima (Xu et a/, 1997).

De la Figura 15 se obtuvieron los valores de C50 (concentracion de solvente
a la que se presenta el 50 % de la actividad maxima), y como puede apreciarse de
la Figura 15, la CPO es activa a concentraciones de solvente relativamente bajas,
lo que podria ser una desventaja si se planea utilizarla en sistemas de derivados
del petréleo, donde los contenidos de agua son muy bajos.

Como parte del intento por caracterizar los sistemas de reaccion para la
CPO, se decidi® determinar la existencia de alguna relacion con la actividad
termodinamica de! solvente en soluciones acuosas. Para ello se recurrid al uso de
los datos de las isotermas de equilibrio vapor—liquido a 25°C y las ecuaciones del
modelo NRTL, encontrando que para cada solvente existe una actividad de
solvente dptima (Tabla IX).
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Actividad optima
Solvente Agua Solvente
ACN 0.98 0.4
EtOH 0.95 0.25
MeOH 0.90 0.18
IS0 0.95 0.60
THF 0.98 0.35
DMF 0.98 0.03
Tabla IX. Valores de actividad 6ptima de agua y de solvente para la biocatalisis

Dado que no se encontré relacion con la actividad termodinamica de los
solventes se decidié verificar la influencia de la actividad termodinamica del agua
encontrando un valor de actividad del agua entre 0.90 -1.00 en cada uno de los
sistemas con solventes utilizados (Tabla IX), lo que nos indica que el grado de
hidratacién que la enzima requiere es elevado para mantener su actividad.
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Actividad enzimatica experimental frente a modelos termodinamicos

Con el fin de explicar el efecto observado de los solvente sobre las
reacciones de oxidacion de la cloroperoxidasa, se buscé alguna relacién entre la
C50 y parametros fisicoquimicos de los solventes, comenzando por log P
(coeficiente de particion, 1-octanol / agua). Como se muestra en el Figura 16 para
solventes con polaridades opuestas como 1o es el tetrahidrofurano y la N,N
dimetilformamida los valores de C50 son similares, por lo que no existe correlacion
alguna entre este Gitimo y el log de P. El log P ha sido el parametro mas reportado
en la literatura para correlacionar el comportamiento biocatalitico de diferentes
enzimas en solventes organicos (Vazquez- Duhalt et a/, 1993; Halling, 1994). De
estas correlaciones, los autores han concluido que la competencia por el agua
entre la enzima y el solvente es el principal factor involucrado en la disminucion de

actividad de las enzimas.
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Figura 16. Correlacion de C;, experimental frente al logaritmo del coeficiente de
particion (log P) (Laane, et a/.,1987).
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De esta manera, los solventes polares (log P menor a 2) resultaron ser los
menos adecuados para enzimas como la quimotripsinas (Kijama, et a., 1996),
lipasas (Ghatorae, et al., 1994), y lacasas (Mozhaev, et al, 1989; Rodakiewicz, et
al., 2000). £l hecho de que la Cso de la CPO no siga una correlacion mas o menos
clara con el log P sugiere que otros factores estan involucrados con mayor
importancia que la competencia por agua.

El siguiente parametro elegido fue el llamado E+[30], valor que indica la
capacidad de solvatacién del solvente. De esta comparacion se evidencia la
inexistencia de alguna relfacién clara entre dichos parametros; sin embargo, como
se puede apreciar en la Figura 17, los solventes con mayor poder de solvatacion
(E7[30] menores) son los que presentan valores de Cso mas bajos. Es decir, la
Figura 17 sugiere que la capacidad del solvente de solvatar a la enzima o a!
sustrato afecta importantemente la biocatalisis con la CPO.

| e
56 4 ¢ I1SO.
ETOH.
o %
wn & MEOH.
(&) a5 | @ ACN.
2
DMF
15 4. ,,.,THF:_,O., — ey [
b5 45 ETm 55 65

Figura 17. Correlacion de C50 experimental frente a los valores de E([30]
(Reichard, C. ,1979).
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Debido a que con los parametros establecidos para los solventes puros no
fue posible explicar el comportamiento observado en las pruebas realizadas, se
recurrid a los diferentes modelos termodinamicos reportados en la literatura,
verificando si alguno de ellos se ajusta a los resultados experimentales.

E! modelo propuesto por Khmelnitsky de capacidad de desnaturalizacion no
permitid explicar lo que sucede con la hemoproteina, ya que como se puede
observar en la Figura 18 los valores de Csp que se obtienen a partir de la ecuacion
propuesta, son solo similares para el metanol y el etanol, en tanto que para el
resto de los solventes utilizados los valores experimentales difieren de los
calculados, lo cual se reafirma al presentarse entre ellos un valor bajo del

coeficiente correlacion de 0.4456.

S
12
y = 0.5094x + 2.1679 R
101 r?=044a56

€50 calculada

0 5 10 15
C50 experimental

N

Figura 18. CQmparécién entre el C5, experimental y el valor de Cso obtenido a
partir de DC (Capacidad de Desnaturalizacion) (Khmelnitsky et a£, 1991).
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Con el fin de determinar el efecto de la hidrofobicidad de los solventes

sobre la enzima, se utilizaron las ecuaciones deducidas a partir de la correlacion
entre el parametro de hidrofobicidad del solvente reportado por Torres et al,
(1996) y el Er [30] para la lignino peroxidasa. La Csp calculada a partir de la
ecuacidn para ligninas peroxidasas frente a los valores de Cso experimentales
presentan un valor de r* = 0.7491, dicho valor nos indica que el parametro
propuesto no explica adecuadamente el efecto de los solventes sobre la enzima.
Sin embargo reafirma lo encontrado en el modelo de coeficiente de solubilidad con
respecto a solventes como el tetrahidrofurano, en tanto que el comportamiento en
la N,N- dimetilformamida no pudo ser explicado (Figura 19).

0%

® IS0 ,
!
L] :
© ACN e ETOH ;

£ . MEOH

o

s .
o :
§ 2% e THF  y=236516x - 042862 f
R =0.7491 g
16% 1% 26% 3% :
C50 experimental ‘
I |

Figura 19. Correlacién entre los valores de Cso eiperiniéf‘l:alés Y lo§ calculados a
partir del parametro de Hidrofobicidad (Torres, et at,1997).
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Debido a que los modelos anteriores no explicaron adecuadamente el
comportamiento experimental, se recurrié al modelo de coeficiente de solubilidad
de Rosell et a/, (1995). En la Figura 20 se presenta la correlacion entre los datos
experimentales y los calculados a partir de este modelo observandose una buena
correlacidn, lo que nos indica que la disminucion de las interacciones hidrofdbicas
son las principales responsables del cambio en la actividad catalitica.
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o 64
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Figura 20. Correlacion entre el Cso experimental y el Cs, calculado con el modelo
de Coeficiente de solubilidad. (Rosell, et aL, 1995)
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Actividad enzimatica versus conformacién estructural en sistemas con
solventes organicos

Con el fin de estimar el efecto de los solventes organicos sobre la estructura
de la CPO, asi como determinar si existe una relacién entre dichos cambios y la
actividad enzimatica, se realizé un estudio de fluorescencia de la cloroperoxidasa
en diferentes mezclas agua y solvente.

Como primera parte del trabajo se obtuvieron los espectros de emision de la
CPO en cada uno de los solventes usados; encontrando que al aumentar la
concentracion de solvente existe un desplazamiento de la longitud maxima de
emision a mayor longitud de onda, asi como un aumento en la intensidad de
emisién, como se muestra en la Tabla X. El metanol y la N,N dimetiifformamida
fueron los solventes donde se detectaron los mayores desplazamientos, cabe
mencionar que las determinaciones se realizaron hasta observar la precipitacién de

la enzima.
SOLVENTE
ICONCENTRACION| ACN MEOH ETOH ISO DMF THF
[} 318 318 318 318 318 318
(16.293) {16.293) (16.293) | (16.293) | (16.293) (16.293)
10 318 318 318 317 319 323
(20.040) {16.293) {16.293) (8.353) (9.585) (14.716)
15 318 318 318 ND ND ND
(20.661) (11.727) (11.358)
20 326 316 319 316 318 327
(32.940) (12.054) (14.715) | (9.954) (8.494) (44.868)
25 328 ND ND ND ND ND
(35.473)
30 332 319 323 321 319 329
(54.668) | (13.087) (20.619) | (16.018) | (9.334) (212.542)
40 334 329 330 327 330 329
(134.538) | (54.869) (50.089) | (30.036) | (24.611) | (451.865)
50 P 335 333 330 335 328
(150.848) | (275.110) | (50.900) | (274.047) | (508.575)
60 P P 333 P P 328
(346.613) (653.648)

Tabla X. Longitudes de onda maxima de emision de la cloroperoxidasa en
diferentes solventes. Entre paréntesis se muestra la intensidad a la emision
maxima ND no determinado; P precipitacién de la CPO
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Los datos anteriores fueron analizados basandose en el centro espectral de
masas (CEM), que es un parametro normalmente utilizado para describir los
cambios conformacionales de las proteinas. En la Figura 21 se muestra los valores
del CEM comparados con la actividad catalitica de la CPO. Como puede apreciarse
en la Figura, el CEM sugiere que los cambios en la estructura terciaria son los
responsables de los cambios de actividad catalitica.

8 2000 340
‘g 1500 3233
g & 100 310
3 E 500 300
E 0 4 — 1 290
§ 0% 20% 40%  60% 80%

% Tetrahidrofurano

2000 340
1500 135
1000
500 330
04— »——1 325 |
0% 20% 40% 60% !

% Acetonitrilo
]:o—Actividau 4,6 DMDBT —@— CEM |

|

Figu@ 21. Correlacion entre el Centro Espectral de Masas (CEM) y Actividad ;

Especifica (min-1) de CPO. |
Para determinar si dichos desplazamientos se debian efectivamente a una

alteracién de la estructura de la enzima, se realizaron los espectros de emision de

la CPO en urea a diferentes concentraciones, los cuales se utilizaron como |

referencia de desnaturalizacion. Dichos espectros muestran que al aumentar la

concentracion de urea existe un aumento en la intensidad asi como un corrimiento

de la longitud maxima (Figura 22 y Tabla XI).
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Intensidad
g 8 8 B

g

¢} = v -

2800, 3000, 3200, 3400, 3600 3800 4000,
_____longitud de onda B
—CPO-1U —— CPO-2U CPO-3U ——— CPO-4U
—=CPOSU ——CPOBU —CPO-7U ——CPO-8Y]

Figura 22. Ef»eéfo ae la concentracion de urea sobre la estructura de la

cloroperoxidasa de C. fumago. (CPO 1VU; corresp a la conc i6n 1 molar de urea a
la que se realizé el espectro y asi sucesivamente)

Concentracion Amax (nM) Tmax
urea (M)
1 317 18.309
2 318 19.889
3 321 25.954
4 332 47.826
5 338 92 .669
6 339 156.925
7 341 205.025
8 343 253.613

Tabla XI. Valores de Amax € Imax de la CPO a diferentes concentraciones de urea.

Al compararse los espectros de emision de la CPO, en diferentes sistemas
(Figura 23) es evidente que el maximo de la CPO en condiciones naturales no
concuerda con los maximos del resto de las soluciones, o que indica que en cada
una de las soluciones podria existir un mayor o menor grado de desnaturalizacion.
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Ahora bien, la solucién de CPO en 50 % de metanol presento el maximo
desplazamiento en la longitud de onda de emisién (Tabla X), la cual coincide con
los desplazamientos en urea 5M (335 nm); apoyados en el reporte de Hang, et al.
(2001), en el que se demostré que hasta una concentracion 5M de urea se
mantiene el 100 % de la actividad de la CPO, se puede concluir que los
desplazamientos observados con los solventes no necesariamente implican una
desnaturalizacion de la CPO.

Debido a que la desnaturalizacion causada por la urea es diferente a la
causada por el solvente organico se realizg el espectro de emisidn del triptofano en
50 % de metanol, que al ser comparado con el triptofano en solucion acuosa
(360 nm) mostrd un desplazamiento del maximo hacia una longitud de onda
menor de 360 a 350 nm. Este Gitimo resultado sugiere que los desplazamientos
podrian deberse también a una modificacion de la hidrofobicidad del medio.
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Figura 23. Estudio de desnaturalizacién de la enzima sobre la actividad de la
cloroperoxidasa.
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Los resultados anteriores indican que el comportamiento catalitico podrian
no deberse solo al efecto de los solventes sobre la estructura terciaria de la
enzima, sino que pudieran también deberse a un cambio en la hidrofobicidad del
microambiente del interior de la proteina.

Adicionalmente se determind el efecto de los solventes sobre el sitio activo
(grupo hemo) de la CPO. En la Tabla XII se muestran los cambios en los valores
de la longitud de onda maxima de absorcidn (Amax ) del grupo hemo de la CPO.
Como se puede apreciar, 1as Amaxs Se desplazan a longitudes de onda menores a
medida que aumenta la concentracion de solvente, llegando a un minimo
alrededor de 400 nm (un desplazamiento de 13 nm) para la mayoria de ellos.
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Ha sido determinado anteriormente que los cambios en la Amax del grupo
hemo de la peroxidasa de rabano son indicativos de la penetracion del solvente
hacia el sitio activo, pudiendo o no causar cambios estructurales (Ryu y Dordick,
1992), pero si afectando principalmente la interaccion sustrato — sitio activo
(Ayyagari et al, 2002). Esto sugiere que los cambios en el espectro de absorcion
pueden deberse a la penetracion de solvente en la estructura de la enzima. Es
decir, la hidrofobicidad del microambiente ha cambiado por la presencia del

solvente en el interior.

SOLVENTE ACN lnmon l ETOH—I ISO l DMF l THF
ICONCENTRACION
)\max / ABS

0 413 413 413 413 313 213
(0.228) | (0.228) | (0.228) | (0.228) | (0.228) | (0.228)

10 210 413 413 213 204 407
(0.210) | (0.205) | (0.223) | (0.238) | (0.239) | (0.184)

20 407 an an 412 403 402
(0.229) | (0.205) | (0.207) | (0.240) | (0.229) | (0.234)

30 400 410 an 410 403 400
(0.310) | (0.216) | (0.209) | (0.249) | (0.232) | (0.376)

a0 399 407 403 405 403 400
(0.332) | (0.231) | (0.235) | (0.221) { (0.293) | (0.376)

50 399 399 401 404 403 400
(0.352) | (0.299) | (0.266) | (0.240) | (0.291) | (0.430)

Tabla XII. Comparacién de la Aax del grupo hemo en los diferentes solventes
ensayados. Entre paréntesis se encuentra el valor de la absorbancia.

Para determinar si la interaccidn sustrato — enzima era afectada por la
penetracion del solvente y por lo mismo era la causa de los cambios en el
comportamiento catalitico de la CPO, se llevd a cabo fa oxidacion de tres sustratos
diferentes con la CPQ. Para ello se utilizdé ABTS, pireno y 4,6 DMDBT. Los
resultados con los tres sustratos muestran que ha mayor hidrofobicidad del
sustrato la actividad catalitica se observo a una mayor concentracion de solvente
(Figura 24).
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Estos resultados indican que al aumentar la hidrofobicidad del sustrato se
favorece la biocatalisis a concentraciones de solvente mas aitas, lo cual puede ser
explicado con base en la disminucion de las interacciones hidrofdbicas provocadas

por el solvente.

Hidrofobicidad del sustrato
-

. % Actividad Especifica .

% Acetonitrilo

'@ Actividad 4,6 DMDBT —@—Actividad ABTS | |
—&— Actividad Pireno : I

Figura 24. Efecto de la hidrofobicidad del sustrato sobre la biocatalisis del
4,6 DMDBT por la cloroperoxidasa de C. fumago

Es decir, es sabido que la interaccion enzima sustrato es debida
principalmente a interacciones de tipo hidrofébico, las cuales disminuyen al
adicionar solvente orgdnico, desfavoreciendo el acomplejamiento sitio activo -
sustrato. De esto se deduce que a mayor hidrofobicidad del sustrato, y por lo
mismo mejor interaccion con el sitio activo, la cantidad de solvente necesaria para
romper esa interaccion deberd ser mas alta, lo cual explicaria los perfiles
observados en la Figura 24, donde el 4,6 DMDBT (el mas hidrofobico con log P de
5.26) es oxidado hasta una concentracion de acetonitrilo de 45%, mientras que el
ABTS (log P <1.5) y el pireno (log P 4.93) son oxidados por la CPO hasta 25 y 35
% de acetonitrilo respectivamente.
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Este Gltimo resultado nos permite confirmar que el comportamiento de la
enzima en sistemas con solventes organicos, es debido tanto al efecto de los
solventes sobre la estructura terciaria como al cambio en la hidrofobicidad del
microambiente (disminucion de interacciones hidrofébicas) que por ende,

ocasionan una particion desfavorable entre el sustrato y el sitio activo.

Alternativas en el mejoramiento de la biocatalisis
Inmovilizacion

Con el propdsito de hacer de ia cloroperoxidasa un biocatalizador mas
adecuado a los medios con solvente organico se propusieron algunas de las
alternativas que se han estudiado para mejorar la actividad enzimatica en medios
no convencionales.

Como primer intento para mejorar la actividad de la enzima se inmovilizé a
la enzima en dos diferentes geles. Primeramente se probo el affi-gel 15, el cual se
une mediante una reaccién de acoplamiento (Figura 25) a los grupos aminos libres
de la enzima.

o)
Q o
e} Amortiguador 1|
1] . Rm_ ——— - C—N—R + HO—N
C—ON R—=NH,  ,H30-35 ’L
o
o

Figura 25. Esquematizacion de reaccién de acoplamiento de affi-gel 15 con los
grupos amino libres de la enzima

En tanto que el affi-gel 102 se une mediante una reaccién de acoplamiento
a los grupos carboxilos libres (Figura 26). Lo anterior se hizo con el fin de
determinar las diferencias entre el acoplamiento con los grupos amino o carboxilo

libres.
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A
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Figura 26. Esquematizacion de reaccién de acoplamiento de affi-gel 102 con los
carboxilos libres de la cloroperoxidasa (ligando).

Posterior, al proceso de inmovilizacién, se determind la actividad de la
enzima en acetonitrilo, determinando que se mantiene el mismo grado de actividad
catalitica en ambos soportes. Al respecto existen reportes que indican que la
inmovilizacion de la enzima ayuda a mejorar la estabilidad térmica y al solvente
(Reyes et al, 1999), lo cual nos llevé a considerar la inmovilizacién de la enzima,
lo que nos permitiria disminuir la flexibilidad de la enzima y con ello evitar su

desplegamiento y precipitacién de la enzima a altas concentraciones de sofvente.

Sin embargo, dicha inmovilizacion no mejoro ta afinidad del sustrato con la
enzima, lo cual pudiera deberse a que la inmovilizacion nc evita posibles
alteraciones en las interacciones en el sitio catalitico, es decir la inmovilizacion de
la enzima no mejora la capacidad de oxidacion del 4,6 DMDBT.
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Modificacion quimica

Como tercera opcidn para mejorar la actividad biocatalitica de ia
hemoproteina se modificdé a la enzima en sus grupos aminos superficiales con
polietilenglicol de 350 Da (PEG-350) (Figura 27). Lo anterior se realizd en base a
los reportes existentes que muestran que la modificacion con polietilenglicol ayuda
a la solubilizacidon de proteinas en sistemas con solventes organicos (Hernaiz, et
al., 1997), permitiendo la biocatdlisis a aitas concentraciones de solvente. Lo que
nos llevd a considerar la posibilidad que la enzima se hiciera mas estable si
lograbamos aumentar ia hidrofobicidad superficial de la proteina con lo que se
lograria evitar la precipitacion de la enzima en presencia de altas concentraciones
de solvente.

Al realizar reacciones con la enzima modificada se encontré que la enzima
mantiene la capacidad de oxidar al 4,6 DMDBT en un sistema con 85 % de
acetonitrilo, 1o cual se lleva a cabo también sin la modificacién de la CPO; sin
embargo en un sistema al 90 % de acetonitrilo se observa que no se presenta la
oxidacion de 4,6 DMDBT. En nuestro caso es posible concluir que dicha
modificacion no favorece la capacidad de oxidacion de la CPO, sin embargo existen
reportes que muestran que dobles modificaciones sobre la enzima con PEG
producen aumentos de hasta 10 veces la catalisis, 1o cual puede ser atribuido a un
incremento de afinidad a sustratos hidrofdbicos (Torres, et al., 2000; Tinoco y
Vazquez-Duhait, 1998).
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Figura 27. Esquematizacion de la modificacién quimica realizada a la CPO con
PEG

Finalmente podemos concluir, en nuestro caso, que la modificacién de la i
CPO no favorecio la catalisis a mayores concentraciones de solvente, esto puede

deberse a que la modificaciones propuestas, modificaciones tanto de los grupos
carboxilos como de los grupos amino libres, no permitieron que se aumentara la
formacion del complejo sustrato proteina, es decir al realizar la modificacion solo
de los grupos aminos o carboxilos es posible que no se favorezca eficientemente
el proceso de formacién de dicho compiejo.
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Fluidos Supercriticos

Como una ultima propuesta al mejoramiento de reacciones en medios no
convencionales y conociendo las convenientes propiedades de este tipo de sistema
para las reacciones, se realizd un estudio de la actividad catalitica de la

cloroperoxidasa en condiciones supercriticas.

Al encontrar que el 4,6 DMDBT es soluble bajo las tres condiciones
propuestas de CO, supercritico, se verificé la estabilidad de la hemoproteina bajo
tales condiciones. Para ello se sometio a ia enzima a las condiciones de extraccidn
del sustrato; posteriormente se redisolvic a la enzima en 2 mL de amortiguador.
Finalmente, se realizaron reacciones con pireno como  sustrato
(A=335nm¢=32.6mM™* cm!) siguiendo la disminucién de absorbancia
espectrofotomeétricamente del mismo. Asimismo se cuantifico a la proteina con su
respectivo coeficiente de extincidn (A=403nm £=75.3mM! cm™). La prueba
anterior demostro que la estabilidad de la CPO es afectada significativamente, lo
que se podria estar relacionado con la pérdida de las moléculas de agua
esenciales para mantener su conformacion estructural terciaria (Tabla XIII).
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Actividad especifica (min-1) Actividad residual Area Control|Area Reaccién
Densidad = 0.74 175.90 3.983273745
Presion= 211bar 1172.23 26.54509953
Temperatura= 60C 1270.40 28.76808816 887.59 776.13
promedio 872.00 19.74637681 787.57 . 624.16
Densidad=0.25 481.80 10.91037365 =
Presion=76bar 542.30 12.2804487 = R
Temperatura=40C 496.73 11.24851932| . € S 913 455.2-
promedio 507.00 11.48097826| = g g_ 856.36 836.32
= 238
Densidad=0.85 348.82 7.899034375|3 8 E C
Presién=76bar 239.98 5.434278088|% 8 3 645.11 712.68
Temperatura=40C 8 28| o216 693.64
- |promedio 284.00 6.657608696| ¥ & 2
£6
Control T
4601.23 104.1944519
4581.05 103.7374586
4066.44 92.08413179
promedio 4416.00 100

Tabla XIII. Resultados de Fluidos supercriticos. En la parte de la izquierda se
muestran los resultados de la actividad especifica de la CPO frente a pireno
después de ser sometida a FSC. En la derecha se dan los valores de areas del
sustrato(4,6 DMDBT) posterior a 1a biocatalisis en FSC.

Posteriormente, con el fin de verificar que la enzima presentaba actividad

biocatalitica bajo condiciones supercriticas, se colocé en el sistema a la CPO nativa

(304 nmo!l/mL), con 4,6 DMDBT e hidroperéxido de cumeno 2 mM. En el andlisis

realizado por HPLC se muestra que la enzima no presentd la capacidad de oxidar al

4,6 DMDBT en las condiciones ensayadas.
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CONCLUSIONES

La CPO tiene la capacidad de oxidar al 4,6 DMDBT en sistemas con solventes
organicos. El producto de la catalisis enzimatica fue la sulfona del 4,6 DMDBT.

La presencia de altas concentraciones de solventes organicos en el medio de
reaccion afecta importantemente la actividad de la cloroperoxidasa. Las
actividades termodinamicas muestran que la CPO es mas activa a bajos
contenidos de solvente o altos contenidos de agua.

El comportamiento de la enzima en los solventes pudo ser explicado
parcialmente a partir del modelo termodinamico del Coeficiente de solubilidad,
reflejando que la principal causa de la pérdida de actividad fue la disminucién

de las interacciones hidrofdbicas.
Al parecer los solventes organicos utilizados no ocasionan cambios en la

estructura terciaria de la CPO, los resultados sugieren que el solvente penetra
al interior de la estructura alterando con ello la hidrofobicidad de dicho

microambiente.

Los estudios por espectrometria revelaron que el sitio activo de ia CPO (grupo
hemo) fue alterado debido a la penetracidn del solvente organico en su interior.
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< La penetracién del solvente organico al interior trae como consecuencia la
disminucion de las interacciones hidrofdbicas, y por ende, la disminucion en el

acoplamiento enzima sustrato (la particion desfavorable sitio activo-sustrato).

< Los intentos por mejorar las propiedades cataliticas de la enzima (modificacién
quimica, inmovilizacion y fluidos supercriticos) no repercutieron en el
mejoramiento de la actividad de la CPO.

< A fin de utilizar a la cloroperoxidasa como biocatalizador en la oxidacion de
compuestos presentes en los derivados del petrdleo, es necesario mejorar su
estabilidad a los solventes, su actividad a bajos contenidos de agua y favorecer
la particion del sustrato al sitio activo.
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