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Resumen

RESUMEN

La cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces fumago presenta caracteristicas atractivas
para su posible aplicacién en un proceso de biodesulfuracién para la industria petrolera. Esta
enzima cataliza la oxidacién de compuestos organoazufrados presentes en el diesel primario a
sus correspondientes sulféxidos y sulfonas, que pueden ser removidos por destilacion. Sin
embargo, al igual que otras enzimas, la cloroperoxidasa pierde su actividad catalitica en
condiciones tipicas de los procesos de la industria petrolera, como son altas temperaturas y la

presencia de solventes organicos.

Con el propésito de aumentar la tolerancia a la presencia de altos porcentajes de
solvente organico en el medio de reaccidn, en este trabajo se someti6 a la cloroperoxidasa a
procesos tales como la modificacién covalente con polietilenglicol, la copolimerizacién con
poliuretano y la inmovilizacién en celita. Se determinaron los perfiles de pH, la actividad en
solventes organicos y la termoestabilidad de las preparaciones obtenidas para compararlas con

la cloroperoxidasa no modificada.

Las preparaciones presentaron menor actividad halogenasa que la cloroperoxidasa
nativa. Parece ser que la modificacién con polietilenglicol ocurre sobre grupos funcionales
importantes para la catalisis provocando la pérdida de actividad, mientras que la reaccion de

copolimerizacién con poliuretano es exotérmica, lo que también provoca pérdida de actividad.



Resumen

La cloroperoxidasa copolimerizada con poliuretano presenté mayor termoestabilidad
que la enzima nativa, pues mantuvo el 92% de su actividad halogenasa después de una hora de
incubacién a 50°C, comparado con el 77% de la enzima nativa. Esto puede deberse a que la
unién covalente a la red polimérica de varios residuos de la proteina retardan el proceso de
desnaturalizacién provocado por la temperatura. Estas uniones no parecen ser suficientes para

lograr la estabilizacion de la cloroperoxidasa a temperaturas mayores a 50°C.

Mientras que el perfil de pH de actividad halogenasa de las preparaciones fue similar al
de la enzima nativa, éstas presentaron actividad peroxidasa a pH 7, condicion en la cual la
cloroperoxidasa se inactiva. Las diferentes preparaciones presentaron un perfil de actividad en

solvente organico similar al de la cloroperoxidasa nativa.

En conclusién, las preparaciones obtenidas en este trabajo no presentaron
caracteristicas muy diferentes a las de la cloroperoxidasa que permitan su aplicacién en la
industria petrolera. Sin embargo, las técnicas de modificaciéon quimica empleadas en el

presente trabajo pueden ser aplicadas a otros sistemas enzimaticos.



Introduccion

INTRODUCCION

El uso de combustibles fésiles crea muchos problemas de contaminacién, entre ellos, la
emisién de 6xidos de azufre, que son transformados a 4cidos por la quimica de la atmésfera.
Estos acidos forman parte de la lluvia 4cida. Los crudos mexicanos sobrepasan la media
mundial en contenido de azufre, lo que representa serios problemas para su refinacién y
comercializacién. Se ha patentado un proceso enzimatico de biodesulfuracion, en el cual la
cloroperoxidasa cataliza la oxidacion especifica de compuestos azufrados presentes en el
diesel primario a los correspondientes sulféxidos y sulfonas. Posteriormente, la mayoria de
ellos son removidos por destilacién. Sin embargo, este proceso se realiza en un medio de
reaccion acuoso y con bajo contenido de solvente orgdnico. Es necesario entonces, que la
cloroperoxidasa sea estable y activa en solventes organicos y de ser posible, utilizarla en el

diesel con muy bajas concentraciones de agua.

Se ha reportado que la modificacién quimica de hemoenzimas y hemoproteinas con
moléculas amfifilicas tales como el polietilenglicol, incrementa la solubilidad de las proteinas
en solventes orgénicos, mejora sus propiedades cataliticas e incrementa su nimero de
sustratos. Por otro lado, se ha demostrado la actividad en solventes organicos de enzimas
copolimerizadas con poliuretano e inmovilizadas en celita. Dado que la modificacién quimica
es una alternativa para mejorar las propiedades cataliticas de la enzima con la finalidad de ser
usada como catalizador en un proceso de biodesulfuracién aplicable en la industria petrolera,
en este trabajo se plante6 el objetivo principal de estudiar el efecto de diferentes preparaciones

de la cloroperoxidasa sobre su actividad en solvente orgénico, termoestabilidad y perfil de pH.



Antecedentes

1. ANTECEDENTES

1.1 Impacto ambiental de los combustibles fosiles

El uso de combustibles fdsiles derivados del petréleo estd muy generalizado en la vida
moderna. El petréleo es la principal fuente de energia primaria y de €l se obtiene gasolina,
keroseno y diesel, entre otros, que son los combustibles para automéviles, tractores, camiones,
aviones y barcos. El gas natural y el petréleo se emplean en la generacion de calor en casas y
edificios comerciales, ademas de que se utilizan para generar electricidad. Muchos productos
derivados del petréleo sirven como materias primas para la elaboracion de una serie de
materiales como fibras sintéticas para ropa y plasticos, pinturas, fertilizantes, insecticidas,

jabones y gomas sintéticas.

El petréleo es una mezcla compleja de hidrocarburos lineales y aromdticos con
cantidades significativas de compuestos orgénicos que contienen azufre, oxigeno y nitrégeno
en su estructura, asi como trazas de algunos metales, particularmente, vanadio, niquel, hierro y
cobre [1]. El contenido de azufre es un indicador de la calidad del petréleo y oscila entre 0.05
y 5%, dependiendo de la fuente de origen [1]. En general, la distribucién de azufre en los
crudos es tal que la proporcién aumenta conforme se incrementa el punto de ebullicion de la
fraccién destilada [2]. Los crudos mexicanos sobrepasan la media mundial en contenido de

azufre (Figura 1.1.1), lo que aumenta los problemas durante su refinacién y comercializacion.
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Figura 1.1.1. Contenido de azufre de los crudos mexicanos.
Fuente: Instituto Mexicano del Petréleo.

Para fines comerciales y asegurar un mejor valor econémico, se preparan mezclas de
crudos con diferente contenido de azufre y densidad para ser vendidos nacional e

internacionalmente [3]. Las tres mezclas tipicas que se preparan para exportacion se muestran

enla Tabla 1.1.1.

Tabla 1.1.1. Mezclas mexicanas de crudo preparadas para exportacion [3].

Wezels Densidad Contenido de azufre
(Grados API*) (% en peso)
Itsmo 336 1.3
Maya 22.0 33
Olmeca 39.3 | 0.8

* Grados API. Parametro internacional del Instituto Americano del
Petréleo que permite diferenciar la calidad de los crudos.
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Durante la combustion del petréleo se generan gases que son liberados a la atmésfera y
que se componen en gran parte de 6xidos de azufre (SO,) y 6xidos de nitrégeno (NO,). Los
SO, que son emitidos a la atmésfera han desestabilizado el equilibrio natural de la tierra con
respecto al contenido de azufre. Hasta 1993, entraban aproximadamente 100 millones de
toneladas de azufre por afio en la atmdsfera debido a actividades antropogénicas,
principalmente como SO, derivado de la combustién de combustibles fésiles y carbon [4]. La
cantidad de azufre adicionada por procesos biolégicos era de 1 millén de toneladas por afio
[4]. Como se puede observar en la Figura 1.1.2, la cantidad de azufre liberada a la atmésfera
debida a actividades antropogénicas ha aumentado considerablemente en los dltimos afios y ha

superado los niveles naturales de azufre en la tierra.

120
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Figura 1.1.2. Emisiones antropogénicas de azufre durante los iltimos afios.
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Los SO,, ademds de los NO, reaccionan en la atmésfera y forman 4cido sulfurico,
acido nitrico, sales de sulfato y amonio. Los 4cidos mencionados, sumados al é4cido
clorhidrico provocan una precipitacién acida que se ha convertido en el mayor problema de
contaminacién en algunos lugares. A dicha precipitacion 4cida se le conoce de manera comiin
como lluvia 4cida y el término aplica para cualquier precipitacién acuosa y é4cida, incluyendo
niebla, rocio o nieve. En un sentido mds amplio, la deposicién acida se refiere a la deposicién
en la superficie de la tierra de 4cidos acuosos, gases dcidos (como SO,) y sales acidas (tales

como NH,HSO,) [4].

A pesar de que la lluvia 4cida se debe principalmente a las actividades industriales y el
consumo de combustibles fésiles, es posible encontrarla en lugares apartados de dichas
fuentes. Esto se debe a la movilidad de las corrientes de aire, de tal manera que la lluvia 4cida

se vuelve un problema de contaminacion global.

Existen amplias evidencias acerca de los efectos dafiinos de la lluvia acida [4], entre

los que se pueden mencionar los siguientes:

e Fitotoxicidad directa sobre plantas por concentraciones excesivas de dcidos.

» Fitotoxicidad de gases que forman 4cidos, particularmente SO, y NO,, que
acompafian a la lluvia 4cida.

¢ Fitotoxicidad indirecta, tal como la del AI** liberado en suelos acidificados.

e Daiio de bosques.

e Efectos respiratorios nocivos sobre humanos y algunos animales.

e Acidificacion del agua de los lagos con efectos toxicos sobre la flora y fauna

presentes.
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e Corrosién de estructuras expuestas, relevadores eléctricos, equipo y materiales

ornamentales. La piedra caliza (CaCO,) es especialmente susceptible al dafio por
la lluvia 4cida debido al efecto del i6n hidrégeno, 2H' +CaC0,(5) - Ca** + CO,(g) + H,0.

Esto provoca serios dafios a los monumentos y edificios historicos.

Dada la importancia del problema de contaminacion representado por la lluvia 4cida, la
mayoria de los paises han impuesto regulaciones para controlar la liberaciéon de SO, a la
atmésfera. En Estados Unidos, la Agencia de Proteccién Ambiental (EPA, por sus siglas en
inglés) establece un limite de 120 ppm en el 2004 en el contenido de azufre en gasolinas y de
30 ppm para el 2006, mientras que el limite para diesel serd de 15 ppm en el 2007 [5]. En
Europa han sido mas exigentes y el limite de azufre establecido para diesel y gasolina serd <10
ppm para el 2005 [5]. Mientras tanto en México, Petréleos Mexicanos tiene en fase de estudio
un proyecto de reduccién de azufre en tres etapas [6]. En la primera etapa se modificara la
especificacion vigente de 500 ppm por un méximo de 500 y un promedio de 300 ppm. La
segunda etapa contempla modificar los valores antes citados por un maximo de 300 ppm y un
promedio de 150 ppm. En la t-ercera etapa se cambiaran estos limites por un valor méximo de

30 y un promedio de 15 ppm.

La situacién actual de México con respecto a la emisién de SO, estd definida por los

siguientes puntos [6]:

e México produce 2% del total mundial de emisiones contaminantes.
e El diesel actual contiene 500 ppm de azufre.

e Hay refinerias que todavia proveen diesel con 600 ppm de azufre.
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e El diesel que se consume en Guadalajara y Monterrey tiene entre 420 y 380 ppm de

azufre.

Como ya se ha mencionado, la emisién de SO, provoca problemas importantes de
contaminacién ambiental, de tal manera que es indispensable la remocién de azufre del
petréleo para que al ser sometido al proceso de combustion se eviten los altos costos sobre el

equilibrio ecoldgico que representa actualmente.

1.2 Desulfuracion de los combustibles fosiles

El decremento en la disponibilidad de crudos con bajo contenido de azufre ha resultado
en la necesidad de refinar crudos pesados y con alto contenido de azufre [7, 8]. Como se
menciond anteriormente, la legislacién en diversos paises impone reducciones anuales
progresivas en los niveles de azufre que contienen los combustibles fésiles [5], lo cual
compromete a la industria petrolera con la obtencién de productos de alta calidad, es decir,

con bajo contenido de azufre.

Durante la década de los anos 1990s se gastaron decenas de millones de délares en el
desarrollo de nuevas tecnologias para mejorar la calidad de los combustibles fésiles [9]. Cada
dia, se extraen cerca de 80 millones de barriles de crudo en el mundo. Las estimaciones acerca
de las reservas de combustibles fésiles indican que las reservas probadas de gas natural,
crudos, bitumen y carbdn son suficientes para seguir con esta velocidad de extraccion por los

siguientes 70 afios [10].
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En el petréleo, ademds del azufre elemental, se encuentran diversos compuestos
organicos que contienen azufre, Tabla 1.2.1 [1]. El contenido de azufre en las fracciones del
crudo generalmente se incrementa conforme aumenta su punto de ebullicién [2], al tiempo que
los compuestos presentes en dichas fracciones se distribuyen de la siguiente manera: saturados

< aromaticos < resinas < asfaltenos [11].

Tabla 1.2.1. Nomenclatura y tipo de compuestos organoazufrados presentes en el
petréleo [1].

R,SH Tioles (Mercaptanos)

Sulfuros

Sulfuros ciclicos

OF
» »
2

R,SSR, Disulfuros
Z/ \3 Tiofenos
S
CU Benzotiofenos
s
Dibenzotiofenos
S

Naftobenzotiofenos

aya
a %%

Actualmente, las refinerias remueven el azufre orgénico de los combustibles derivados
del crudo por medio del proceso de hidrodesulfuracién, un proceso fisicoquimico que resulta

ineficiente cuando se trata de remover compuestos azufrados heterociclicos de fracciones

10
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pesadas del crudo [8, 12, 13]. Se vuelve atractivo el desarrollo de procesos de desulfuracion
biolégica debido a la alta especificidad por los sustratos y las condiciones relativamente
suaves de los procesos biol6gicos, lo cual los hace mds seguros y menos costosos
energéticamente [8]. Los microorganismos han evolucionado diversas estrategias bioquimicas
para tratar con el azufre, de tal manera que se puede hacer uso de estos mecanismos

especificos para tratar problemas ambientales relacionados con el azufre.

1.2.1 Hidrodesulfuracion

La hidrodesulfuraciéon (HDS) es un proceso catalitico que convierte el azufre orgénico
a sulfuro de hidrégeno gaseoso, H,S,, por la reaccién de las fracciones del crudo con
hidrégeno a presiones entre 150 y 3000 Ib/pulg’ y temperaturas entre 290°C y 455°C,
dependiendo de la alimentacién y el nivel de desulfuracién requerido [14]. En este proceso se
emplean catalizadores metélicos como tungsteno, niquel, cobalto, molibdeno y platino
inmovilizados en diferentes soportes, siendo el mads comtn la alimina [1]. Los catalizadores
se envenenan durante el proceso y deben ser regenerados, lo cual aumenta el costo total de
desulfuracién. Actualmente existen mds de 35 unidades de HDS en el mundo con la
capacidad de desulfurar 1.5 millones de barriles al dia [15] y se trabaja en el desarrollo de

mejores catalizadores para el proceso [16].

En las fracciones del petréleo con bajo punto de ebullicién se encuentran compuestos
azufrados tales como tioles, sulfuros y tiofenos, los cuales son removidos facilmente por el
proceso de HDS. En cambio, las fracciones medias a pesadas contienen cantidades

considerables de compuestos heterociclicos como benzotiofenos y difenzotiofenos que a su
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vez presentan sustituciones adyacentes al atomo de azufre [17]. Estos compuestos son
bastante resistentes a las técnicas normales de HDS [16], puesto que las sustituciones
adyacentes al 4tomo de azufre provocan impedimentos estéricos que limitan el contacto de los

compuestos con la superficie del catalizador [13].

El interés original en la HDS se estimul6 por la obtencién de hidrégeno a través de la
refinacién. Sin embargo, ahora la demanda de hidrégeno por la HDS y el hidrotratamiento es
mas de lo que puede ser generado por refinacién. Debido a esto, la mayoria de las refinerias
reciclan el hidrégeno formado de las reacciones laterales de deshidrogenacién. Dado que el
hidrégeno es un producto de alto costo de obtencién, es muy importante llevar a cabo los

procesos de HDS e hidrotratamiento a sus condiciones éptimas de reduccién de costos [18].

1.2.2 Alternativas bioldgicas

Durante el proceso de busqueda y desarrollo de aplicaciones relacionadas con los
combustibles fésiles se han identificado microorganismos capaces de llevar a cabo procesos de
desulfuracion reductiva u oxidativa, eliminacién de nitrégeno, remocién de metales, craqueo y
remocion de ceras [19]. Los procesos biolégicos representan alternativas para el

procesamiento de los crudos con aplicacion potencial en la industria petrolera.

Existen diversas estrategias para llevar a cabo un proceso de biodesulfuracién (BDS),
entre las que se pueden contar: la eliminacién de azufre por procesos reductivos, la
degradacién microbiana no especifica para azufre, la eliminacion microbiana especifica para

azufre y la eliminacién de azufre por procesos oxidativos.
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Los procesos reductivos para la eliminacién de azufre emplean bacterias anaerdbicas
reductoras de sulfato. Estas bacterias obtienen energia al reducir el sulfato a H,S. Por otro
lado, la ausencia de oxigeno evita la oxidacion inespecifica de hidrocarburos, lo cual
representa una ventaja, pues se mantiene la capacidad energética de los combustibles. Aunque
se ha reportado que estas bacterias son capaces de llevar a cabo un proceso de
biodesulfuracion de combustibles fsiles, no se ﬁa observado una disminucién significativa en

el contenido total de azufre bajo condiciones anaerdbicas bien controladas [20].

Algunos microorganismos son capaces de degradar compuestos organicos que
contienen azufre. Unos rompen la molécula para liberar el dtomo de azufre [11]. Otro
ejemplo, es la destruccién del anillo aromético del dibenzotiofeno por oxidacién y la
formacion eventual de compuestos organoazufrados solubles en agua [21]. Con este proceso
se pierde una cantidad importante de hidrocarburos por solubilizacién en la fase acuosa. Los
procesos degradativos de desulfuracién microbiana no son rentables comercialmente debido a

la pérdida significativa de carbono, lo que reduce el valor energético de los combustibles

fosiles [20].

Otro tipo de microorganismos remueve especificamente el atomo de azufre sin dafiar la
parte hidrocarbonada del compuesto. De este tipo de microorganismos, el mas estudiado ha
sido Rhodoccoccus erythropolis cepa IGTS8, patentado por el Institute of Gas Technology,
que a su vez autorizé a Energy Biosystems Corporation en 1991 para desarrollarlo con fines
comerciales [20]. Esta bacteria emplea tres enzimas para descomponer el dibenzotiofeno

(DBT) en 2-hidroxibifenilo (2HBF) y sulfato (Figura 1.2.2.1).
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Figura 1.2.2.1. Via de desulfuracion del dibenzotiofeno por Rodoccoccus erythropolis.

-

La primera de estas enzimas es una monooxigenasa (DszC) dependiente de
flavinmononucleétido reducido (FMNH,) que cataliza consecutivamente la oxidacién del DBT
al sulféxido y después a la sulfona. La segunda es otra monooxigenasa (DszA) que cataliza la
conversion de la sulfona a 2’-hidroxibifenil-2-sulfonato. La tercera es una sulfinasa (DszB)
que cataliza el paso final para producir 2-hidroxibifenilo y sulfito, el cual se oxida
espontdneamente y produce sulfato [20]. Esta tltima reaccién es el paso limitante del proceso.

La ventaja de este proceso es que no mineraliza el hidrocarburo, dado que la bacteria lo

14



Antecedentes

emplea como fuente de azufre pero no de carbono. El 2-HBF es soluble en el petréleo, de tal
manera que no se pierde poder energético y el azufre liberado es asimilado a través de otras

rutas metabdlicas de la bacteria [20].

Para que los compuestos azufrados interactien con las c€lulas se requiere la dispersion
del combustible en una fase acuosa. Un factor limitante en este tipo de procesos es la
transferencia de los compuestos azufrados desde la fase organica a la fase acuosa y después al
interior de la célula [22]. EI uso de solventes organicos permite aumentar la cantidad de
combustible soluble en el medio de reaccién, pero su presencia resulta téxica para las
bacterias. R. erythropolis se encuentra entre las bacterias menos tolerantes a solventes
organicos y su eficiencia para realizar el proceso de desulfuracién se ha mejorado empleando
diversas estrategias. Estas incluyen la optimizacién del medio de cultivo, la clonacién del
operon dsz en el cromosoma de diferentes cepas de Pseudomonas que presentan mayor
tolerancia a solventes orgénicos [8], la duplicacién de genes, la alteracién de promotores y la
eliminacion de la enzima DszB que cataliza el paso limitante del proceso. Entre 1990 y 1998

la actividad de este biocatalizador recombinante ha aumentado 200 veces [20].

Otra opcién para el proceso de BDS es la oxidacién de compuestos azufrados para
formar sulféxidos y sulfonas, que pueden ser removidos por adsorcién o extraccién con
solventes [15]. Las monooxigenasas de R. erythropolis responsables de la oxidacién del DBT
se purificaron y caracterizaron recientemente [23]. La monooxigenasa DszC, que cataliza la
oxidacion secuencial del DBT hasta la sulfona, también es capaz de catalizar la oxidacioén de
DBT’s sustituidos. Como ya se ha mencionado, estos compuestos son mds dificiles de

remover mediante el proceso de HDS [16].
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El empleo de enzimas puras para llevar a cabo la oxidacién de los compuestos
azufrados presenta ciertas ventajas sobre el uso de microorganismos. Primera, no es necesario
trabajar con células completas. Esto elimina la necesidad de emplear una fuente de carbono y
otros nutrientes para mantener a la maquinaria celular. Segunda, es posible que la
concentracién de los sustratos y productos alcance niveles que resultarian téxicos para las
c€lula. Tercera, los problemas de transferencia de masa pueden disminuirse inmovilizando la
enzima en un soporte adecuado. Por ultimo, es posible mejorar las enzimas mediante
modificacion quimica y manipulacién genética para aumentar el nimero de compuestos que

oxidan, la termoestabilidad y la estabilidad en solventes orgénicos [8, 20, 24, 25].

En contraste con la monooxigenasa DszC de Rhodococcus, la cloroperoxidasa del
hongo Caldariomyces fumago no requiere de cofactores costosos que deban regenerarse. Esta
enzima cataliza la oxidacion de varios compuestos azufrados, incluyendo sulfuros alquilados y
sulfuros aromadticos [26-28]. Estos estudios se realizaron en el contexto de transformaciones
selectivas con aplicacién en la sintesis organica. Recientemente, se demostré la capacidad de
la cloroperoxidasa para catalizar la oxidacién de los compuestos azufrados presentes en el
diesel primario [29, 30]. Este resultado define a la cloroperoxidasa como una enzima con un
alto potencial de aplicacién en la industria petrolera. Sin embargo, la cloroperoxidasa presenta
bajas actividades en sistemas no acuosos y baja estabilidad a las condiciones de reaccion,
como son temperaturas mayores a 80°C y valores extremos de pH. La justificacién para este
trabajo es el desarrollo de un biocatalizador que sea estable y activo en medios con altas

concentraciones solventes organicos para que puedar ser aplicado a la industria petrolera.
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1.3 Cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces fumago

La cloroperoxidasa (E. C. 1.11.1.10, cloruro:hidrégeno-peréxido oxidorreductasa) es
una enzima glicosilada que contiene de 25 a 30% de carbohidratos [31]. EI patrén de
glicosilacion depende de la cepa y del medio de cultivo. La enzima que se utilizo6 para llevar a
cabo el presente estudio contiene principalmente manosa y glucosa y en menor proporcion
glucosamina, xilosa y galactosa [32, 33|. La cloroperoxidasa (Figura 1.3.1) es una proteina
monomérica con un peso molecular de 42 kDa, contiene una ferriprotoporfirina IX como
grupo prostético y un alto contenido de residuos de aminodcidos tales como acido glutamico,

acido aspartico, serina y prolina que representan el 45% del total de aminoacidos [31].

Figura 1.3.1. Estructura de la cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces fumago.
Fuente: Protein Data Bank, 1-CPO.
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1.3.1 Origen

La cloroperoxidasa es una enzima extracelular producida por el hongo filamentoso
Caldariomyces fumago. Fue aislada y caracterizada en los afios 1960’s por el grupo de Lowell
P. Hager. Hager tenia interés en el estudio de los mecanismos biosintéticos involucrados en la
incorporacion de halégenos a compuestos orgénicos [34]. El hongo Caldariomyces fumago se
eligié como organismo de estudio debido al reporte previo de la deteccién de un metabolito
clorado llamado caldariomicina en el medio de cultivo de este hongo [35]. La caldariomicina
(1,1-dicloro-2,5-dihidroxiciclopentano) presenta actividad antimicrobiana. El trabajo del
grupo de Hager llevé primero a la identificacién y caracterizacién parcial de la enzima
encargada de la reaccion de halogenacion [36] y dada su funcién como peroxidasa, aunada a
su habilidad para catalizar la formacién de un enlace carbono-hal6geno, se denominé

cloroperoxidasa. Posteriormente tuvo lugar su purificacién y caracterizacién [31, 37].

1.3.2 Actividades cataliticas

La cloroperoxidasa participa in vivo en la ruta de biosintesis del antibiético
caldariomicina, catalizando la reaccién de halogenacién de dicho metabolito. In vitro, la

cloroperoxidasa presenta actividad halogenasa, peroxidasa, catalasa y peroxigenasa [38] (Ver

Tabla 1.3.2.1).

Halogenacion oxidativa. La cloroperoxidasa puede catalizar la formacion peroxidativa
de un enlace carbono-hal6geno con una variedad de nucledfilos en presencia de iones haluro
(CI', Br, 6 I", pero no F"). Generalmente, esta reaccién no es selectiva. La cloroperoxidasa

presenta la actividad catalitica més alta de todas las haloperoxidasas [39].
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Deshidrogenaci6n oxidativa. Esta reaccién es tipica de las peroxidasas. Involucra la
transferencia de electrones con la consecuente formacion de radicales. Los productos
obtenidos son el resultado del acoplamiento de los radicales formados. La cloroperoxidasa es

capaz de catalizar la N-desmetilacién de una serie de N-metil arilaminas [40].

Descomposicién de peréxido. La descomposicién de peréxido de hidrégeno en agua y
oxigeno es catalizada por varias peroxidasas. A diferencia de la catalasa, la cloroperoxidasa

puede descomponer alquil hidroperéxidos y peracidos para formar oxigeno molecular [38].

Transferencia de oxigeno. La cloroperoxidasa cataliza una serie de reacciones que
involucran la insercién de oxigeno, que se pueden clasificar como: oxidacién de heterodtomos
(S- y N-oxidacion), epoxidacién y oxidacion de enlaces C-H. Ademds puede catalizar la
sulfoxidacion enantioselectiva de sulfuros [27, 28, 41], la oxidacién de N-arilaminas a sus
correspondientes compuestos nitrosos [42, 43], la epoxidacién enantioselectiva de olefinas
[44-47], la hidroxilacién bencilica y alilica de hidrocarburos [48, 49], la oxidacién de

alcoholes primarios a aldehidos [38, 50] y la oxidacién de indoles a oxindoles [51].

Tabla 1.3.2.1. Actividades cataliticas de la cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago.

Actividad enzimatica Reaccion que cataliza Sustratos

Dicetonas ciclicas,

Halogenacién oxidativa RH+H,0, +ClI" +H* — RCl+2H,0 fenoles, ésteres

(alogeniags) fendlicos
Deshi i idati & i

es 1Qrogenac:6n oxidativa 2RH +H,0, - 2R" +H,0 MC::I-Olee-IlOleS.
(peroxidasa) 2 anilinas, indol

5 g 2 Perdxido de
Descomposicién de peréxido JROOH — O. + 2ROH hidrégeno, per6xidos
(catalasa) 2 .
; orgénicos

Transferencia de oxigeno Tioanisoles, alquenos,
(peroxigenasa) R+H,0, >RO+H,0 bencilos
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1.3.3 Ciclo catalitico

De acuerdo con la revision y anélisis realizados anteriormente acerca de la evidencia
experimental existente [52], parece ser que la enzima sigue el ciclo catalitico que se muestra
en la Figura 1.3.3.1. El ciclo catalitico de la enzima comienza con la reaccién de una molécula
de peréxido con el sitio activo (ruta 1). EI peréxido se une al hemo y después de una
transferencia de protones facilitada por los aminoécidos que rodean al sitio activo, la molécula
se rompe para liberar agua y formar un intermediario enzimatico conocido como Compuesto I.
El rompimiento del enlace oxigeno-oxigeno del peréxido requiere de dos electrones, por lo
que debe ocurrir un rearreglo electronico intramolecular. En la cloroperoxidasa, asi como en
la mayoria de las peroxidasas, un electrén proviene del fierro y el segundo electrén proviene
de la porfirina. EIl resultado es la presencia de un radical libre deslocalizado en la porfirina y
la formacién de un enlace dativo entre el 4tomo de fierro y un dtomo de oxigeno [53].

Compuesto X
0O-Cl

S8

RH + H ~® RCI+ H0

‘OCl

H+ H
Compuesto I %‘/5}_{ Compuesto |

R
RCI + KO
o]/ /[s]
R
Re + E!

Estado Nativo

Figura 1.3.3.1. Ciclo catalitico de la cloroperoxidasa.
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El Compuesto I puede seguir diversos caminos. Primero, puede sufrir la reduccién de
un electrén para formar el Compuesto II mediante la oxidacién de una molécula de algin
sustrato orgénico (ruta 2). Durante la formacién de este intermediario, el electrén transferido
desde el sustrato reduce al radical centrado en la porfirina. El Compuesto II es igual para
todas las peroxidasas y sélo tiene un equivalente oxidativo que se encuentra localizado en el
fierro. Este intermediario puede catalizar la oxidacion de una segunda molécula de sustrato
(ruta 3). De esta manera la enzima regresa a su estado basal y puede comenzar el ciclo de
nuevo. Las rutas 1, 2 y 3 comprenden el ciclo cldsico de las peroxidasas que utilizan peréxido
para catalizar la deshidrogenacién de dos moléculas de sustrato formando radicales libres, los

cuales generalmente reaccionan entre si formando un polimero.

Segundo, puede ocurrir que el Compuesto I reaccione en presencia de iones haluro para
formar un intermediario halogenante (ruta 4). Existe controversia sobre la identidad de este
agente en las reacciones catalizadas por la cloroperoxidasa, especificamente las de cloracion y
bromacion. Los estudios sobre la naturaleza de los productos sugieren que la halogenacion es
quimica y favorecen las rutas 6 y 7. Esto se debe principalmente a que no se observa
enantioselectividad en los productos y éstos son idénticos a los que se obtienen cuando la
reaccion se lleva a cabo quimicamente adicionando HOCI [54]. Recientemente se detect6 un
intermediario enzimdtico durante la halogenacién (Compuesto X) [55]; aunque esta evidencia
fortalece un mecanismo de reaccién como el de la ruta 5, todavia quedan dudas por resolver y

no existe un consenso en la comunidad cientifica al respecto.

Tercero, el Compuesto I puede reaccionar con una segunda molécula de peréxido para
formar oxigeno molecular y agua o el alcohol correspondiente en caso de reaccionar con un

peréxido orgénico (ruta 8). Las rutas 1 y 8 corresponden a la actividad catalasa. Las
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peroxidasas comunes catalizan esta reaccién con un 0.01% de la reactividad de una catalasa
clasica. Aunque la cloroperoxidasa no es tan eficiente como una catalasa tipica, presenta un

20% de actividad catalasa en presencia de cloruro y peréxido de hidrégeno [38].

Por 1ltimo, puede ser que el Compuesto I reaccione con una molécula de sustrato unida
en el sitio activo, cerca del fierro del grupo hemo. En este caso el dtomo de oxigeno se

transfiere directamente al sustrato (rutas 9 y 10).

1.3.4 Comparacién con otras peroxidasas

La cloroperoxidasa presenta un plegamiento tnico que no se puede sobreponer con el
de otras peroxidasas o con el citocromo P450, aunque comparte ciertas caracteristicas
estructurales importantes con ambos tipos de enzimas [56]. En las peroxidasas, el fierro del
grupo hemo se encuentra pentacoordinado con los cuatro nitrégenos pirrélicos y con el
nitrégeno de una histidina. En el caso de la cloroperoxidasa, este residuo es una cisteina [57].
Es posible que este ligando inusual estabilice al Compuesto I y sea el responsable del gran
poder oxidativo de la enzima [56], aunque esta hipétesis no ha sido probada. Ademas de la
diferencia en el ligando del fierro, la cloroperoxidasa presenta otras diferencias estructurales
con las peroxidasas y similitudes con el citocromo P450, lo que la define como un hibrido

estructural de ambas enzimas.

La mayor desventaja de todas las peroxidasas hemo-dependientes es su baja estabilidad
operacional debida a su inactivacién en presencia de H,0,. La cloroperoxidasa presenta un
mayor tiempo de vida media en presencia de H,O, que la mayoria de las peroxidasas, lo que

tal vez se relacione con el hecho de que su actividad catalasa es mayor al resto de ellas [38].
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Con todo y eso, dicha estabilidad no es suficiente para la aplicacién de la enzima a nivel
industrial. La cloroperoxidasa es la tGnica de las peroxidasas que oxida enlaces C-H. Cataliza
la hidroxilacién bencilica y alilica de hidrocarburos [48, 49], la oxidacién de alcoholes
primarios a aldehidos [38, 50] y la oxidacién de indoles a oxindoles [51]. En comparacién con
otras peroxidasas, la cloroperoxidasa cataliza con mayor eficiencia y enantioselectividad la

oxidacion de sulfuros [58], como se muestra en la Tabla 1.3.4.1.

Tabla 1.3.4.1. Sulfoxidacion del metil fenil sulfuro por diferentes peroxidasas [58].

. Tiempo de Rendimiento " Nimero de
Enzima e . ee’ (%) e
reaccion (min) (%) recambio

Cloroperoxidasa 60 100 98 (R) 63000
Peroxidasa de rdbano 60 95 46 (S) 29
blanco
Lignino peroxidasa 105 50 52 (R) 57
Citocromo ¢
perciidisa No reportado No reportado 2(S) <300
Microperoxidasa 45 45 3(S) 3

a, exceso enantiomérico; b, moles de producto/mol de enzima.

1.3.5 Desulfuracion enzimatica y transformaciéon de asfaltenos

En esta seccion se describen los procesos de desulfuracion enzimdtica del diesel
primario [29] y la transformacién de asfaltenos [59] realizados por la cloroperoxidasa del
hongo Caldariomyces fumago. Ambos son antecedentes importantes que definen a la

cloroperoxidasa como una enzima con aplicacién potencial en la industria petrolera.

Existen diferentes hemoproteinas y hemoenzimas como la lignino peroxidasa del
hongo Phanerochaete chrysosporium [60-62], el citocromo P450 [63], 1a hemoglobina [64,

65], el citocromo c [64, 66, 67] y la cloroperoxidasa [27, 30] con la capacidad para oxidar in
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vitro tiofenos, dibenzotiofeno y otros, que son del tipo de compuestos azufrados presentes en
los crudos. De todas ellas, la cloroperoxidasa es la tnica que ha demostrado su capacidad para

catalizar la oxidacién de los compuestos azufrados presentes en diesel primario [29].

En la Figura 1.3.5.1 se muestran los cromatogramas resultantes de una corrida en el
cromatégrafo de gases empleando dos detectores distintos: uno especifico para compuestos
azufrados y otro general donde se detectaron todos los compuestos carbonados presentes en el

diesel.

Contiol FID a
°F 5 % <
Control FPD
8
7] - .
g cu 6 25 £
& Oxidacién 5
o biocatalitica
FID
|
O i -
10 i 30
Oxidacién
biocatalitica
FPD
[+ T e 1
[+] 10 20 30

Tiempo (min)
Figura 1.3.5.1. Cromatogramas del diesel primario, (a) antes y (b) después del

tratamiento enzimético con cloroperoxidasa [29].
FID, detector general. FPD, detector de azufre.
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En el panel A se observan los perfiles tanto de los compuestos azufrados como la
totalidad de éstos antes de ser sometidos al tratamiento enzimético con la cloroperoxidasa. En
el panel B se puede observar que después del tratamiento enzimatico el perfil de la totalidad de
los compuestos no cambi6 significativamente mientras que existié un cambio notorio en el
perfil de los compuestos azufrados. La oxidacion enzimética de una serie de compuestos
organoazufrados puros permitié determinar que los productos obtenidos son sulféxidos, los
cuales sufren una oxidacién espontdnea para dar lugar a las sulfonas correspondientes. Un
espectro IR del diesel oxidado presenté dos fuertes bandas a 1385 y 1464 cm™, las cuales

indican la presencia de sulféxidos y sulfonas.

Conociendo la naturaleza de los productos obtenidos y observando cémo la oxidacién
enzimética cambi6 considerablemente el perfil de los compuestos organoazufrados, se llevé a
cabo la microdestilacion tanto del diesel tratado enziméticamente como del que no lo fue a una
temperatura 57°C menor que el proceso tomado como control. Como resultado se logré una

disminucién del 83% del azufre en el diesel (Tabla 1.3.5.1).

Tabla 1.3.5.1. Oxidacion enzimética y destilacion de diesel primario.

Oxidacion enzimatica

Control Destilacion + destilacién

PFD* 382°C 325°C 325°C
% Hidrocarburos® 100 83 71
% Sulfuros* 1.60 1.27 0.27

a, punto final de destilacién; b, respuesta FID; ¢, respuesta FPD.

Con base en estos resultados, se propuso un proceso de biodesulfuracién que consiste
en la oxidacién enzimatica del diesel primario seguido de un proceso de destilacién para

remover los compuestos oxidados. Este proceso fue patentado [68] y se presenta como un
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método alternativo para llevar a cabo la desulfuracién de combustibles fésiles. La oxidacion
enzimadtica se realiz6 en un medio de reaccién que contenia 20% de solvente orgénico, que fue
necesario para solubilizar el diesel. De tal manera que el reto es mejorar las caracteristicas de

la cloroperoxidasa para aumentar su actividad en un mayor contenido de solvente orgénico.

Como ya se ha mencionado, el petréleo es una mezcla compleja que contiene un gran
nimero de compuestos organicos. Entre éstos se encuentran las petroporfirinas, las cuales con
frecuencia se acomplejan con metales tales como vanadio, niquel, hierro y cobre [1]. Las
petroporfirinas, cuya estructura béasica es la porfina (Figura 1.3.5.2), se asocian normalmente
con la fraccién insoluble en pentano del petréleo conocida como asfaltenos, la cual consiste en
una diversidad de compuestos de alto peso molecular que contienen constituyentes arométicos,

alifaticos, heterodtomos y metales [1].

Figura 1.3.5.2. Porfina.

Una serie de porfirinas puras y una fraccién de asfaltenos de bajo peso molecular rica
en petroporfirinas del crudo Cold Lake se sometieron a un tratamiento enzimaético con la
cloroperoxidasa [59]. Las reacciones se realizaron en un sistema ternario tolueno,
isopropanol, amortiguador fosfatos pH 3. Como se observa en la Figura 1.3.5.3, después del
proceso enzimético disminuy6 la absorbancia de la banda Soret de la fraccién de asfaltenos.

Dicha disminucién fue totalmente dependiente de la presencia de perdxido de hidrégeno y
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cloruro. Lo mismo ocurrié con el tratamiento enzimatico de las porfirinas puras niquel

octaetilporfina (NiOEP) y vanadio octaetilporfina (VaOEP).

Absorbancia

450 46‘0 500
Longitud de onda (nm)

T
400

Figura 1.3.5.3. Espectro UV-visible de una fraccion de asfaltenos rica en petroporfirinas
con y sin cloroperoxidasa y H,0, [59].

Un andlisis del contenido de metales, tanto de la fase organica como de la fase acuosa
de la reaccion, mostré la remocion del 93% del niquel de NiOEP, 53% del vanadio de VaOEP
y 20% del total de niquel y vanadio de la fraccién de asfaltenos. En este trabajo se concluyé
que la cloroperoxidasa es capaz de remover metales de porfirinas puras y de una fraccién de

asfaltenos rica en petroporfirinas.

Para que la cloroperoxidasa pueda ser aplicada en la industria petrolera, debe ser
resistente a condiciones extremas de operacion tales como: altas temperaturas, pH extremos,
alta presién y salinidad, ademas de ser tolerante a cantidades importantes de solventes
organicos. La modificacién quimica puede ser una alternativa para obtener un biocatalizador
activo en altas concentraciones de solvente organico que permita el escalamiento de un

proceso enzimatico para su aplicacién en la industria petrolera.
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1.4 Biocatalisis en solventes organicos

En los dltimos afos, la biocatalisis en medios no acuosos ha tenido un gran auge
debido principalmente a que el agua no es el mejor de los solventes para un gran nimero de
aplicaciones en la industria quimica. Muchos compuestos orgdnicos de interés comercial son
poco solubles o insolubles y a menudo inestables en soluciones acuosas, de tal forma que el
empleo de solventes organicos en la catdlisis enzimatica ofrece un amplio espectro de

posibilidades a explorar.

Lejos de la creencia de que las reacciones bioldgicas s6lo podian ocurrir en medio
acuoso, existe actividad enzimética en medios con bajo contenido de agua. Se ha encontrado
que las enzimas adquieren termoestabilidad y mantienen sus conformaciones activas en
solventes orgdnicos, en contradicho con la certeza que se tenia de que las enzimas se
desnaturalizarian en la presencia de éstos. El uso de enzimas en medios no acuosos no se
restringe a aplicaciones sintéticas, puesto que muchas enzimas o complejos multienzimaticos
incluyendo lipasas, esterasas, deshidrogenasas y otras responsables del metabolismo de
Compuestos xenobidticos (como el citocromo P-450) funcionan en ambientes hidrofébicos,
usualmente en presencia o inmovilizadas en una membrana [69, 70]. La concentracién de
agua en la cercania de estas enzimas es significativamente menor que la concentracién de 55
M en soluciones acuosas [71]. Se ha determinado que la presencia de una capa delgada de
agua alrededor de una enzima es suficiente para preservar su estructura tridimensional en una
forma cataliticamente activa. Dicha cantidad de agua podria ser cercana a 1,000 moléculas

por molécula de enzima, aproximadamente una monocapa de agua en la superficie [72].
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Desde el punto de vista biotecnolégico, existen numerosas ventajas para el empleo de
solventes organicos en la catalisis enzimética [71, 73-76], entre las cuales se pueden

mencionar las siguientes:

e Alta solubilidad de compuestos no polares.

e Habilidad para que ocurran reacciones hidroliticas reversas.

e Posibilidad de disminuir reacciones laterales indeseables, asi como la inhibicién
por producto o sustrato.

e Facilidad relativa para recuperar el producto y el biocatalizador.

e Posibilidad de cambiar el equilibrio termodindmico de muchas reacciones
enzimaticas para favorecer la formacién del producto deseado.

e Eliminacién de la contaminacién bacteriana de los equipos y sistemas.

e Ocurrencia de reacciones que serian imposibles cinética o termodindmicamente en
agua.

e Lasenzimas presentan una mayor termoestabilidad en solventes orgénicos.

e Mayor quimio-, regio-, enantio- y estereo- selectividad que en agua.

A pesar de todas las ventajas presentadas por el empleo de las enzimas en solventes
organicos, existe una pérdida importante de la actividad catalitica con respecto a la actividad
en medio acuoso [77]. Esto puede deberse a diversas razones, incluyendo la pérdida de
actividad inducida por liofilizacién [78] y/o cambios estructurales provocados por el solvente
en el sitio activo [79], la deshidratacién de regiones criticas de las enzimas [80], la
estabilizacion del estado basal de sustratos hidrofébicos [81] y la pobre compatibilidad entre el
solvente y el estado de transicién [82]. Se han empleado muchas estrategias para incrementar

la actividad catalitica de las enzimas en solventes organicos anhidros, incluyendo la ingenieria
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de proteinas [83, 84], la impresion molecular [85], la amortiguacién organica [86], 1a adicién

de cosolventes desnaturalizantes al solvente orgédnico para incrementar la flexibilidad de las

enzimas [87], la incorporacién de carbohidratos, polimeros y sales inorganicas durante el

proceso de liofilizacién [88, 89] y el uso de concentraciones desnaturalizantes de urea [90].

Tabla 1.4.1. Causas del decremento de la actividad de las enzimas en solventes
organicos comparada con la actividad en agua y alternativas de solucién [77].

Causa

Comentarios

Soluciones

Limitaciones difusionales

Bloqueo del sitio activo

Cambios conformacionales

Energética desfavorable de
la solvatacién del sustrato

Desestabilizacién del estado
de transicion

Reduccién de la movilidad
conformacional

Condicién sub6éptima de pH

No es tan probable.

Responsable de no més de unos
cuantos ordenes de magnitud en
la reduccién de la actividad
enzimatica.

Ocurren durante la liofilizacién u
otros métodos de deshidrataci6n.
Esto se evita empleando

CLEC s*. Normalmente no
ocurre por contacto con el
solvente.

Severa con sustratos
hidrofébicos. Puede ser
responsable por lo menos de una
reduccion de 100 veces de la
actividad.

Probablemente puede ser
aumentada cuando el estado de
transicion estd expuesto
parcialmente al solvente.

Severo en solventes anhidros
hidrofilicos debido a la remocién
de agua esencial unida a la
enzima. Puede ser responsable
de al menos una reduccién de
100 veces de la actividad.

Puede ser responsable de al
menos una disminucién de 100
veces de la actividad.

Agitacién vigorosa, empleo de
particulas pequeiias.

Si ocurre, usar particulas
enzimdticas cristalinas més que
amorfas.

Usar lioprotectores,
alternativamente, preparar
complejos enzima-amfifilicos
solubles en solventes organicos,
uso de enzimas CLECs.

Seleccionar el solvente que no
promueva las interacciones
solvente-sustrato.

Seleccionar el solvente
esperando un rendimiento
favorable de interacciones con el
estado de transicién.

Optimizar la actividad de agua
(a,,), hidratar el solvente, usar
solventes hidrofébicos, usar
cosolventes desnaturalizantes y
que imiten las propiedades del
agua.

Deshidratar la enzima en una
solucién acuosa con el pH
6ptimo para la actividad, usar
amortiguadores para la fase
orgénica.

* CLEC s (por sus siglas en inglés), cristales enzimdticos entrecruzados.
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En la Tabla 1.4.1 se muestra una serie de posibles causas de la caida de actividad de las
enzimas en solventes organicos y propuestas de solucién para cada una de ellas [77]. Aunque
es importante notar que para una aplicacién especifica, el punto medular es que la actividad
enzimdtica sea suficientemente alta para el desarrollo de dicha aplicacion y no cémo se

compara con su actividad en agua [77].

Otro punto importante a discutir con respecto a la actividad de las enzimas en solventes
organicos es el efecto del sustrato en el sistema de reaccién. En sistemas acuosos la
interaccién entre el sitio activo de la enzima y el medio se favorece conforme se incrementa la
hidrofobicidad del sustrato, siempre y cuando el ambiente protéico del sitio activo sea
hidrofébico. EIl resultado es una mayor afinidad de la enzima por el sustrato y por lo tanto,
una mayor actividad catalitica [91-93]. Por otro lado, en la biocatalisis en solventes orgédnicos
ocurre lo contrario: el aumento de la hidrofobicidad del sustrato disminuye la interaccién con
el sitio activo de la enzima [94], de tal forma que la catélisis enzimética se ve limitada por la
particién favorable hacia el solvente. Esto disminuye la afinidad por el sustrato y al mismo

tiempo la actividad catalitica de las enzimas [81, 95].

El proceso de biocatalisis en solventes organicos depende del solvente, del sustrato y
de la hidrofobicidad del sitio activo [95]. De tal manera que si aumenta la hidrofobicidad del
sustrato, disminuye la eficiencia catalitica de la enzima en un solvente hidrofébico (el sustrato
se particiona favorablemente hacia el solvente). En cambio, si se trata de un solvente
hidrofilico (como el agua, acetona, alcoholes, etc.), se favorece la particion del sustrato hacia
el sitio activo de la enzima. Es posible emplear estrategias como la ingenieria de solventes
[96], 1a ingenieria de proteinas [96] o la modificacién quimica [24, 97] para favorecer la

particién de sustratos muy hidrofébicos hacia el sitio activo de las enzimas.
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El conocimiento acerca de los fendmenos que ocurren en un proceso de catdlisis
enzimatica en solventes organicos aumenta cada dia y proporciona herramientas para elegir las
mejores condiciones para una aplicacién dada (por ejemplo, la eleccién del mejor solvente).
Sin embargo, no existen a la fecha, reglas generales que garanticen el éxito de dicha eleccién,
pero sin duda alguna, el estudio de este tipo de procesos permitird tener cada vez mayor

certeza sobre el comportamiento del sistema sustrato-enzima-solvente organico.

1.5 Modificacion quimica

Inicialmente, las técnicas de modificacién quimica de proteinas se emplearon en
investigacion debido a su utilidad en la caracterizacion de proteinas, principalmente en la
identificacion de estructura primaria. En los ultimos -afios se han empleado con diferentes
propésitos y se han obtenido resultados tales como el aumento en el nimero de sustratos que
una enzima es capaz de oxidar [24], el aumento de la solubilidad de una enzima en solventes
organicos [97] y la reduccién de la inmunogenicidad y el aumento de la vida media de

anticuerpos [98, 99].

1.5.1 Generalidades

La modificacién quimica sitio-especifica se define estrictamente como un proceso que
rinde una proteina estequiométricamente alterada con la derivatizacién cuantitativa covalente
de un Unico residuo de aminoacido sin la modificacién de cualquier otro residuo de
aminodcido o cambio conformacional [100]. Sin embargo, este objetivo raramente se logra

debido a que existen diversos problemas que lo impiden. Primero, existe un nimero limitado
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de reactivos especificos para un determinado grupo funcional. Segundo, incluso si un reactivo
parece ser especifico para un grupo funcional, la modificacién de un solo residuo entre varios
con el mismo grupo funcional es cierta cuando dicho residuo es el Gnico reactivo. Finalmente,
es poco probable que la modificacién sitio-especifica se logre sin ningin cambio

conformacional.

El resultado de un proceso de modificacion quimica es afectado por las condiciones de
reaccion tales como el pH, la temperatura, el tipo de solvente o amortiguador empleado, €l
grado de iluminacién, entre otros [100]. EI hecho de establecer la estequiometria no
necesariamente significa que la modificacién ocurre en un tnico residuo (nico en términos de
posicion en una cadena peptidica lineal- no necesariamente Unico con respecto a reactividad).
Esto es qtil si hay un cambio en la actividad bioldgica (catélisis, unién a sustrato, unién de
iones, etc.) que ocurre concomitantemente con la modificacién quimica [100]. En conclusion,

la modificacion quimica de proteinas es, en general, un proceso inespecifico.

1.5.2 Pegilacion

La pegilacion es un procedimiento de creciente interés para aumentar el potencial
terapéutico y biotecnolégico de péptidos y proteinas. Cuando el PEG se une covalentemente a
un polipéptido, cambian muchas de sus caracteristicas, mientras que pueden mantenerse las
principales funciones bioldgicas, tales como la actividad enzimatica o el reconocimiento de un
receptor [101]. Existen diversos factores que influyen en las propiedades de un polipéptido

modificado con PEG como son: el nimero de cadenas de PEG unidas al péptido, el peso
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molecular y la estructura de las cadenas de PEG, la ubicacion de los sitios de pegilacién en la

cadena peptidica y la quimica empleada para unir el PEG al polipéptido [102].

Propiedades del PEG. Las cadenas de PEG con pesos moleculares menores de 1000
son liquidos incoloros y viscosos, los de pesos moleculares mayores son s6lidos blancos y
cerosos. El punto de fusién del sélido es proporcional al peso molecular, que se aproxima a
una meseta a la temperatura de 67°C [103]. Para propodsitos de modificacién de péptidos y
proteinas, el rango util de pesos moleculares es de 2 a 20 kDa. Otras de sus propiedades se

listan a continuacion [103]:

e Soluble en agua, tolueno, diclorometano y muchos otros solventes organicos.
e Insoluble en éter etilico, hexano y etilenglicol.

e Insoluble en agua a elevadas temperaturas.

e Solubilidad y particién controladas haciendo derivados.

e Forma complejos con metales catiénicos.

e Alta movilidad; gran volumen de exclusién en agua.

e No toxico; aprobado por la FDA para consumo humano.
Si se une covalentemente:

e Solubiliza otras moléculas.

e Mueve moléculas a través de membranas celulares.

Muchos péptidos retienen y en algunos casos mejoran su solubilidad en agua al ser
conjugados con PEG, ademés de adquirir solubilidad en solventes orgénicos. Comparado con

otros polimeros, el PEG tiene una baja polidispersion (M,/M,) en el rango de 1.01 para pesos
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moleculares bajos (<5 kDa) a 1.1 para pesos moleculares altos (>50 kDa). Estudios acerca del
PEG en solucién muestran que éste une de 2 a 3 moléculas de agua por unidad de 6xido de
etileno. Debido a la alta flexibilidad de la cadena carbonada y la capacidad de enlazar agua,

las moléculas de PEG actian como si tuvieran 10 veces su peso molecular real [103].

Para acoplar una molécula de PEG a otra molécula cualquiera (por ejemplo:
polipéptidos, polisacéridos, polinucleétidos), es necesario activarla preparando un derivado del
PEG que tenga un grupo funcional en uno o ambos extremos. El grupo funcional se elige con
base en los grupos funcionales de la molécula a la cual se desea acoplar el PEG. En el caso de
proteinas, los aminoécidos reactivos incluyen lisina, cisteina, histidina, arginina, 4cido
aspdrtico, acido glutdmico, serina, treonina, tirosina, carboxilo y amino terminales. En el caso

de glicoproteinas se pueden modificar los grupos hidroxilo [103].

La pegilacién de enzimas crece en importancia dadas las propiedades amfifilicas del
PEG. La modificacién de la peroxidasa de riabano blanco con PEG, mejor6 su
termoestabilidad y su resistencia a la desnaturalizacién por pHs extremos [104]. La pegilacion
de la lignino peroxidasa aument6 su capacidad para biodegradar pentaclorofenol en mezclas
agua-solvente organico [105]. EI citocromo ¢ de corazén de caballo también fue modificado
con PEG y se obtuvo un catalizador con mayor actividad catalitica y la capacidad de oxidar el
doble de hidrocarburos poliaromaticos que la proteina nativa [24]. Ademds, el citocromo ¢
modificado presenté mayor termoestabilidad, pues después de 7 horas de incubacién a 80°C

en presencia del sustrato, mantuvo el 100% de su actividad [25].
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1.6 Plasticos biocataliticos

Existen diversos métodos para la incorporacién de una enzima dentro de una matriz de
soporte, entre los que se incluyen atrapamiento, unién covalente y adsorcién. En estos
métodos se puede emplear un amplia variedad de materiales naturales y sintéticos como
soporte. En su mayoria, las enzimas inmovilizadas tienen aplicacién en medios acuosos y los
métodos de inmovilizacién aprovechan la gran solubilidad de las enzimas en agua y la
insolubilidad de los polimeros, ya sean naturales o sintéticos. Estos polimeros confieren a las
enzimas inmovilizadas ciertas caracteristicas como integridad mecénica, térmica y resistencia

quimica, ademas de un adecuado grado de hidrofobicidad/hidrofilicidad [106].

Los problemas que se presentan durante el proceso de inmovilizacién de una enzima
dentro de una matriz polimérica, se pueden reducir mediante la incorporacion de la enzima
durante el proceso de polimerizacion, si es que éste se lleva a cabo a través de la formacién de
radicales libres [106]. Casi todos los polimeros de vinilo, particularmente los que confieren un
alto grado de resistencia mecéanica son insolubles en agua, de tal modo que disminuyen la
efectividad de la interaccién entre la enzima y la matriz polimérica en crecimiento. Este

problema podria ser superado, en principio, si la enzima fuese soluble en un solvente orgénico.

Se han desarrollado técnicas para incrementar la solubilidad de las enzimas en
solventes organicos. Por ejemplo, la unién covalentemente de PEG a las enzimas, con lo que
se han alcanzando solubilidades de 1 mg/ml [107]. Este enfoque se ha empleado para
incorporar subtilisina y termolisina dentro de polimeros acrilicos para usarse tanto en medio
acuoso como en medio orgdnico. Otro enfoque ha sido la variacién de las proporciones de
solventes miscibles, de tal manera que la particién de la enzima en las dos fases permite
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obtener catalizadores con diferentes propiedades. Las enzimas o-quimiotripsina y subtilisina
han sido incorporadas en materiales como polimetil metacrilato, estireno, acetato de vinilo,

entre otros. Estos catalizadores alcanzaron cargas de 50% en peso de proteina [106].

Un enfoque distinto para la obtencién de plésticos cataliticos es la unién covalente de
enzimas dentro de espumas de poliuretano. Este proceso fue desarrollado y patentado por
Wood y colaboradores [108]. El método involucra la mezcla de un prepolimero de
poliuretano con grupos isocianato (Hypol) y una solucién de enzima. La reaccién del
prepolimero es acompaiiada por la reaccién de los grupos isocianato con los grupos amino e
hidroxilo de la enzima, que con esto se une a la matriz polimérica. El agua que se introduce
con la solucién de enzima reacciona con los grupos isocianato para formar CO, (Figura 1.6.1).
Las propiedades fisicas de la espuma de poliuretano pueden ser influenciadas por la adicién de

diferentes cantidades de aditivos, tales como iniciadores, surfactantes y agentes espumantes.

R—NH N/Enzima
)— H
- Enzima—NH, 0
H,O
R—N=C=0 > R—NH, +* CO,
Enzima—OH Enzima
R—NH /
)—O
0]

Figura 1.6.1 Unidn covalente de las enzimas dentro de espumas de poliuretano.

37



Antecedentes

El Hypol es un poliuretano hidrofilico desarrollado por W. R. Grace durante los afios
1970s y1980s [109]. EI Hypol se distribuye como una resina de prepolimero que contiene
moléculas de PEG, trimetilolpropano y un exceso de tolueno-2,6-diisocianato [110]. Este

prepolimero forma una espuma al adicionar de 0.5 a 2.5 partes de agua [109].

El proceso de copolimerizacién con poliuretano se ha empleado en la inmovilizacién
de células no viables de Rhizopus oryzae para la absorcién de cobre [109], la inmovilizacién
de bacterias para llevar a cabo transformaciones anaerdbicas [111] y para la inmovilizacién de
enzimas como la fosfotriesterasa [112], la aminoacilasa de Aspergillus melleus, la fitasa de
Aspergillus ficuum, la glucosa oxidasa de Aspergillus niger, la peroxidasa de soya y la CPO

[110, 113-115] con diferentes propdsitos.

1.7 Inmovilizacion en celita

La celita es un derivado de tierra de diatomeas de plankton de agua dulce. Se ha
empleado como filtro ayuda en muchas aplicaciones. En afios recientes, la celita se ha
empleado como soporte para la inmovilizacién de enzimas con aplicacién en solventes
orgéanicos [116, 117]. Las enzimas inmovilizadas en celita muestran actividad en solventes
anhidros, lo que es de potencial aplicacién para solucionar el problema de accesibilidad de los

sustratos muy hidrofébicos al sitio activo de las enzimas.

El proceso de inmovilizacién de las enzimas ocurre por un fendmeno de adsorcién
fisica en la superficie de las particulas de celita. Se ha reportado que la superficie de la celita
es hidrofébica y por lo tanto puede favorecer la actividad enzimdtica en solventes orgénicos

anhidros [118].
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Nuevas preparaciones de la cloroperoxidasa obtenidas por modificacién quimica o
inmovilizacién fisica permitirdn obtener transformaciones enziméticas mas eficientes en
sistemas conteniendo solvente orgdnico y en condiciones de alta temperatura y amplio rango

de pH.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la modificacion quimica o inmovilizacién fisica sobre la actividad

y estabilidad en solventes organicos de la cloroperoxidasa.

OBJETIVOS PARTICULARES
1 Modificar los grupos amino de la cloroperoxidasa.
Incrementar el niimero de aminos primarios de la cloroperoxidasa.
Efectuar una segunda modificacion sobre los grupos amino con metoxipolietilenglicol.
2 Modificar los grupos carboxilo de la cloroperoxidasa.
Modificar los grupos carboxilo de la cloroperoxidasa con metoxipolietilenglicol amino.
3 Analizar el grado de modificacién de la cloroperoxidasa.
4  Obtener el copolimero cloroperoxidasa-poliuretano.
5 Inmovilizar a la cloroperoxidasa en celita.
6 Determinar los perfiles de pH, actividad en solventes orgénicos y termoestabilidad de las

diferentes preparaciones.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos y enzima

La cloroperoxidasa fue donada por el Dr. Michael Pickard de la Universidad de
Alberta, Canada. Esta enzima proviene de la cepa CMI 89362 del hongo Caldariomyces
fumago y tiene un R, de 1.41. EI coeficiente de Reinheitzalhl (R,) se define por el valor
A 403 om/Asgom Y S€ utiliza como un indice de pureza. El R, para la cloroperoxidasa pura es de

1.44 [31].

Los compuestos monoclorodimedona, peréxido de hidrégeno, catecol, tiantreno,
hidrocloruro de 1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil) carbodiimida, 1,6-hexandiamina, brij-35, 2-
mercaptoetanol, o-ftalaldehido, metoxipolietilenglicol y metoxipolietilenglicol amino fueron
obtenidos de SIGMA-ALDRICH. El rert-butanol, los dcidos acético, bérico, citrico, fosférico,
nitrico y sulfirico y las sales fosfato de sodio dibéasico, fosfato de sodio monobasico, acetato
de sodio, cloruro de potasio, cloruro de cobalto, cloruro de sodio fueron adquiridos de J.T.
BAKER. El acetonitrilo y el etanol grado HPLC fueron suministrados por Fisher Scientific, la

Celita 500 por Fulka Chemika y el Hydropol 6B fue obtenido de Mace Company.

3.2 Equipo

Los ensayos en los cuales se midi6 absorbancia se realizaron en un espectrofotémetro
Beckman modelo DU-650 con control de temperatura. La cromatografia de liquidos (HPLC)

se llevé a cabo en un sistema Perkin Elmer serie 200 equipado con un detector de arreglo de
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diodos modelo LC-235C. La determinacién de grupos amino por fluorescencia se realizé en
un espectrofotémetro luminiscente de Perkin Elmer modelo LS-50B. Para los procesos de
secado se empleé una liofilizadora LABCONCO modelo Freeze dryer 8. Las deshidrataciones

a vacio se realizaron en un Savant de Eppendorf modelo Vacufuge.

3.3 Meétodos

Modificacion quimica de la cloroperoxidasa

Modificacion quimica con metoxipolietilenglicol y metoxipolietilenglicol amino
mediada por etilencarbodiimida. Las reacciones de modificacién quimica de la CPO con
PEG y PEGNH, se realizaron en volimenes totales de 1 y 2 mL respectivamente, empleando
diferentes excesos molares de ECD. Se prepararon soluciones de PEG, PEGNH, y ECD por
separado. En un vial se mezclaron 100 nmoles de CPO (239 pL de solucién 419 pM) y los
volimenes de solucién de PEG 6 PEGNH, correspondientes. La reaccién se inici6 con la
adicién de la solucién de ECD. Después de 3 horas de agitacion suave, la mezcla de reaccion

se dializ6 exhaustivamente contra amortiguador fosfatos pH 5, 60 mM.

Modificacion quimica con hexandiamina mediada por etilencarbodiimida. Las
reacciones de modificacion se realizaron en un volumen total de 1 mL, empleando diferentes
excesos molares de HEX y ECD. Se prepararon soluciones de HEX y ECD por separado y se
ajust6 el pH de la solucién de HEX a 5 con H,SO, diluido. En un vial se mezclaron 42 nmoles
de CPO (100 pL de solucién 419 puM) y el volumen correspondiente de la solucion de HEX.
La reaccién inici6é con la adicién de la solucién de ECD. Después de 3 horas en agitacion
suave, la mezcla se dializé exhaustivamente contra amortiguador fosfatos pH 5, 60 mM.
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Determinacién del grado de modificacién quimica

Intercambio aniénico. Se pasaron las diferentes preparaciones de la CPO a través de
una columna de intercambio aniénico Econo-Pac Q con dimensiones 50 um, 4 x 1.5 cm de
BIO-RAD empleando las siguientes condiciones: flujo de 1mL/min y un programa de 2 min
de fase de baja fuerza i6nica (amortiguador fosfatos 10 mM, pH 6), 10 min de gradiente lineal
hasta una concentracién de 0.5 M de NaCl (solucién en el mismo amortiguador) seguido de 5
min de fase con alta fuerza i6nica (amortiguador fosfatos 10 mM, pH 6 con 0.5 M de NaCl) y

detectando absorbancia a 280 nm.

Titulacion de aminos libres con o-ftalaldehido. Para la determinacién de grupos
amino se utilizé OPA. EI OPA reacciona con grupos amino primarios en medio alcalino y en
presencia de un agente reductor para formar un compuesto fluorescente. Se mezclaron 30 mL
de amortiguador boratos 50 mM pH 10, 500 puL de 2-mercaptoetanol (5 uL/mL en etanol), 500
UL de OPA (10 mg/mL en etanol) [119]. Esta mezcla se dejoé reposar 20 min. A 0.5 nmoles
de enzima (en 100 pL de amortiguador fosfatos pH 5, 60 mM) se les agregaron 10 pL de Brij
(100 mg/mL) y 1 mL de la mezcla que se prepard anteriormente. Después de 3 min de
reaccion, se leyo la intensidad de fluorescencia (A iucien = 335 M, A, pigeo = 440 nm, slit = 2

nm). Se compard la intensidad de fluorescencia de la CPO y la CPO modificada con HEX.

Copolimerizacién de la cloroperoxidasa con poliuretano

Para obtener el copolimero CPO-PU se precalenté 1 g de Hydropol 6B (prepolimero de
poliuretano) a 37 °C durante 20 min. Por otro lado, se mezclaron 750 uL de una solucién de

CPO (419 pM) con 100 pL de Brij (4% en agua) y 38 uL de CoCl, (1 mM). Enseguida se
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agreg6 esta mezcla al Hydropol 6B precalentado y se agit6 vigorosamente durante 1 min.
Después de esperar a que cesase el aumento de volumen (2 min) se colocé la espuma en bafio
de hielo durante 1 hora 40 min. Se lavé la espuma 3 veces con amortiguador citratos 50 mM,
pH 5 (25 mL cada vez). Se colectd el volumen de lavado para la determinacién de proteina y
actividad halogenasa. La espuma se exprimid, se corté en trozos pequefios y se congel6 con

nitrégeno liquido para pulverizarla en mortero. Finalmente se liofiliz6 y se almacené a 4 °C.

Inmovilizacion en celita

En un tubo Eppendorf de 1.5 mL se pesaron 100 mg de celita y se le agregaron 250 puL
de solucién de CPO (419 uM). Enseguida se sec6é la mezcla en una centrifuga a vacio
(Savant) durante dos horas a 30°C. En este caso particular, no se pierde proteina en el

experimento, por lo tanto, la cantidad de CPO es igual a la cantidad agregada inicialmente.

Determinacion de actividad halogenasa y peroxidasa

La actividad halogenasa se determiné en una mezcla de reaccién que consistié en 0.1
mM de MCD, 1 mM de H,0,, 20 mM de KCI en amortiguador acetatos 60 mM, pH 3. La
reaccion se inici6 con la adicién del H,0, y se siguié espectrofotométricamente la
desaparicién de la MCD midiendo la absorbancia a 278 nm (coeficiente de extincién molar,
€=12,200 M'cm™ [31]). La actividad peroxidasa se determiné en una mezcla de reaccién que
contenia 3 mM de CAT, 1 mM de H,O, en amortiguador fosfatos 60 mM, pH 6. La reaccién
inicié con la adicién de H,0, y se siguié espectrofotométricamente la aparicion de producto

midiendo la absorbancia a 388 nm (e=1,300 M 'cm™'[120]).

43



Materiales y Métodos

Las determinaciones de actividad halogenasa y peroxidasa de la CPO y CPO-PEGNH,
se realizaron en un volumen de 1 mL y se emplearon de 2 a 4 picomoles de enzima. En el
caso de las actividades de CPO-PU y CPO-Celita las reacciones se realizaron en vasos de
precipitado con agitacién magnética vigorosa. Se emplearon 2 mg de CPO-PU en 50 mL y 1
mg de CPO-Celita en 400 mL. Se tomaron volimenes pequefios a intervalos de tiempo
regulares para seguir espectrofotométricamente la reaccién, retornando dicho volumen cada

VEZ.

Determinacion del contenido de proteina

Para determinar la concentracién de CPO se emple6 el método de Bradford con una
curva estandar de Albiimina de suero bovino (BSA). Se prepar6 la muestra enzimdtica en 800
puL de amortiguador fosfatos pH 5, 60 mM y se afiadieron 200 puL del reactivo de BIO-RAD.
Después de 5 min de reaccién se leyé la absorbancia a 595 nm. También se determind la

concentracion de proteina (especialmente de la CPO modificada) siguiendo la absorbancia de

la banda Soret (a 398 nm) de la CPO, empleando el valor de €=85,000 M"'cm™'[120].

Determinaciones realizadas a las diferentes preparaciones de la CPO

Efecto del solvente organico. Se realizaron ensayos de actividad en un medio de
reaccién con diferentes porcentajes de tert-butanol empleando tiantreno como sustrato y
manteniendo la temperatura constante a 30°C. En el caso de la CPO y CPO-PEGNH, el
ensayo se realizé en la siguiente mezcla de reaccién: 20 uM de tiantreno, 1 mM de H,0,, 2 a
40 picomoles de enzima con porcentajes de rert-butanol de 10 a 90 % en amortiguador

acetatos pH 3, 60 mM, 20 mM de KCI en un volumen de 1 mL. La velocidad de la reaccion se
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determiné siguiendo espectrofotométricamente la desaparicion del tiantreno midiendo la
absorbancia a 254 nm (£=35000 M'cm™[52]). La actividad de la CPO-PU se determiné

empleando las mismas mezclas de reaccién pero en un volumen total de 50 mL.

Dado que la celita presenta absorbancia en la region ultravioleta del espectro de luz, no
fue posible seguir la reaccién espectrofotométricamente. Por lo tanto, la actividad de la CPO-
Celita se determiné empleando las mismas mezclas de reaccién para los casos anteriores y
preparacién enzimadtica en un rango de 0.55 a 4 mg y diluciones de 1:10 y 1:100 para cada
caso. La reaccidn se inici6 con la adicion de H,O, y después de un lapso de tiempo (30 a 75 s)
que se adapt6 para cada condicion, se agregé 1 mL de acetonitrilo para detener la reaccion.
Después se monitoreé por HPLC la pérdida de absorbancia a 255 nm, empleando una columna
C,; ODS Hypersil con dimensiones 5 um, 100 x 2.1 mm de Hewlett Packard y una fase mévil
de acetonitrilo-agua (70:30 v/v). Los calculos de actividad especifica se basaron en la relacién

de dreas entre el pico del sustrato en el tiempo cero y el tiempo final de cada reaccion.

Perfil de pH. Para la determinacién de perfiles de pH se analizaron las actividades de
halogenacion y peroxidacién para la CPO, CPO-PEGNH, y CPO-PU en un rango de pH de 2 a
8 utilizando amortiguadores de acetatos (2-4) y fosfatos (5-8) con una concentracién de 60

mM. El amortiguador a pH 2 se ajusté con HNO,.

Termoestabilidad. Se incubaron las diferentes preparaciones de la CPO en volimenes
pequefios de amortiguador fosfatos pH 5 a diferentes temperaturas (en un rango de 30 a 60°C)

durante 1 hora y se midi6 la actividad halogenasa residual a 30 °C.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

El principal desafio para la aplicaciéon de un proceso enzimético en la industria
petrolera, es el de contar con un biocatalizador activo y estable a las condiciones que
cominmente se encuentran en las refinerias como son temperaturas mayores de 80°C y
sistemas no acuosos. Con el propdsito de mejorar la actividad de la CPO en presencia de
solventes orgéanicos, se desarrollaron una serie de estrategias que incluyeron la modificacién
quimica con PEG, la copolimerizacién con poliuretano y la inmovilizacién en celita. Después
de obtener cada una de las preparaciones, se realizaron ensayos para determinar algunas

caracteristicas de cada una de ellas.

4.1 Modificacion quimica de la cloroperoxidasa

La modificacién quimica de enzimas con PEG (pegilacién) es un proceso que ha
permitido obtener biocatalizadores con mejores propiedades que las enzimas nativas en
presencia de solventes organicos. Por ejemplo, la modificacién quimica del citocromo ¢ de
corazén de caballo increment su actividad catalitica y su capacidad para oxidar un mayor
nimero de hidrocarburos poliaromadticos que el citocromo ¢ no modificado en presencia de
15% de acetonitrilo [24], ademds de que aument6 su termoestabilidad [25]. Al modificar a la
peroxidasa de rdbano blanco se logré su estabilizacién en un amplio rango de pH y una mayor
termoestabilidad [104]. La pegilaciéon de la lignino peroxidasa de Phanerochaete
chrysosporium aumenté su actividad sobre el pentaclorofenol en presencia de 15% de

acetonitrilo [105].
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En los casos anteriores, las reacciones de modificacién estuvieron dirigidas a los
grupos amino de las proteinas, especificamente a residuos de lisina, y se realizaron en medios
de reaccién con pH de 7 o mayores. Estas condiciones no son adecuadas para la CPO ya que
se inactiva con valores de pH = 7 [121, 122]. Ademdés, existe un nimero importante de
compuestos con grupos funcionales que reaccionan eficientemente con grupos amino de
residuos de lisina [100, 101]. El PEG puede ser derivatizado con cualesquiera de éstos grupos,
lo que permite tener una cantidad importante de opciones para modificar grupos amino. Sin
embargo, la CPO cuenta con s6lo 5 grupos amino provenientes de residuos de lisina, de los
cuales 3 se encuentran en la superficie, mientras que contiene 37 grupos carboxilo de residuos
de aminoacidos como el 4cido glutdmico y el 4cido aspértico, de los cuales, 25 estdn expuestos
al solvente. Por lo tanto, era mejor buscar una metodologia adecuada para la pegilacién de
grupos carboxilo y que ademas pudiera realizarse a pH 5, condicién en la cual la CPO es

estable.

Se ha reportado que el uso de carbodiimidas, en presencia de un nucleéfilo adecuado,
ha resultado un proceso bastante eficiente para la modificacién de grupos carboxilo [101].
Una raz6n importante para el empleo de carbodiimidas, es la posibilidad de llevar a cabo las
reacciones de modificacién en medio con pH de 5. En presencia de una amina u otro
nucledfilo, la carbodiimida promueve la formaciéon de una amida en dos pasos [100].
Inicialmente, la carbodiimida reacciona con un grupo carboxilo para formar un intermediario
reactivo O-acil-urea (Figura 4.1.1). Posteriormente, el intermediario reacciona con la amina

para formar la amida correspondiente.
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% Hrﬂ‘—Rz
Proteina—COOH 4+ R1—N=C=N—R2 ————— = Proteina—C—0
Carbodiimida - NH—R1

+ H,N—R3

(0] (0]
Proteina—B—NH—R:S + R1—NH—8—NH—Rz

Figura 4.1.1. Mecanismo de reaccion de las carbodiimidas con grupos carboxilo de
proteinas [100].

4.1.1 Pegilacion de los grupos amino

Puesto que la CPO tiene un nimero reducido de grupos amino superficiales, la primera
tarea que se realiz6 fue el incremento de los grupos amino por medio de la modificacién de
sus grupos carboxilo, para lo cual se emple6 una carbodiimida soluble en agua (ECD) y una
diamina (HEX). Con la finalidad de determinar el efecto que pudieran ejércer tanto la ECD
como la HEX en la reaccién de modificacién y al mismo tiempo, encontrar las condiciones en
las cuales se obtenia la CPO con un mayor grado de modificacidn, se realizaron una serie de
ensayos con diferentes excesos molares de ambos reactivos. La determinacién del grado de
modificacion se realizé por medio de una titulacién por fluorescencia de grupos amino
primarios tal como se describe en la metodologia. También se determiné la actividad
halogenasa para cada preparaciéon. En la Tabla 4.1.1.1 se pueden observar los resultados

obtenidos con la modificacién quimica de la CPO para incrementar los grupos amino.
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De acuerdo con los resultados que se muestran en la Tabla 4.1.1.1, independientemente
de los excesos molares de HEX y ECD empleados en la reaccién, el nimero de grupos amino
se mantiene alrededor de 9. Recordando que la CPO tiene 5 grupos amino libres provenientes
de lisinas, con esta estrategia se obtienen aproximadamente 4 grupos mds, los cuales
representan una eficiencia de reaccién muy baja puesto que la enzima tiene 37 grupos
carboxilo. Los procesos de modificacién quimica son inespecificos, de tal manera que los
valores obtenidos para el nimero de grupos amino representan un valor promedio de las
especies moleculares presentes. Es decir, es posible que algunas moléculas de la enzima

tengan unidas 3, 4 6 5 moléculas de HEX.

Tabla 4.1.1.1. Modificaciéon quimica sobre los grupos carboxilo de la cloroperoxidasa
con hexandiamina mediada por etilencarbodiimida.

. . # b
Exceso molar® Actividad especifica Niiméio de
HEX ECD Y (%) grupos amino
CPO sin modificacion 1039 100 5.00
4000 1755 081 94.4 8.65
1000 2000 939 90.3 9.15
4000 8000 463 445 9.05

a, Exceso molar sobre molécula de CPO; b, Actividad halogenasa; c,Valor determinado como se
describe en la metodologia.

Llama fuertemente la atencién el hecho de que sélo se unan 4 moléculas de HEX a la
CPO sin importar los excesos molares de HEX y ECD que se adicionaron a la mezcla de
reaccion. Las reacciones de modificacion se realizaron en medio con pH de 5, puesto que la
CPO es estable a ese pH. Una posibilidad para cxpliéar el hecho de no aumente el grado de
modificacién al incrementar los excesos molares de los reactivos es que las moléculas de HEX

(pK, = 10.4) estan protonadas a pH 5 y no estan disponibles para reaccionar con los grupos
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carboxilo de la CPO. La reaccién con carbodiimidas (Figura 4.1.1) requiere la presencia del
grupo funcional amino y del grupo funcional carboxilo, si éstos estdn ionizados, no ocurre la

reaccion.

Luego del proceso para aumentar los grupos amino, la intencién era comparar la
eficiencia del proceso de pegilaciéon de la CPO con un mayor nimero de grupos amino y la
CPO no modificada. Dado que los diferentes excesos molares de HEX no aumentaron el
grado de modificacién de la CPO (Tabla 4.1.1.1), se eligié la preparacién que conservé mayor
actividad especifica para realizar el proceso de pegilacién. Esta actividad fue de 981 s™ que

representa el 94.4% de la actividad de la CPO sin modificar.

A las muestras pegiladas se les determiné actividad halogenasa. Después del proceso
de pegilacién, la CPO modificada previamente con HEX mantuvo hasta un 56% de la
actividad especifica, mientras que la CPO pegilada directamente sobre sus grupos amino

conservé 44.7% de su actividad especifica (Tabla 4.1.1.2).

Tabla 4.1.1.2. Pegilacion de los grupos amino de la cloroperoxidasa.

-~ —
Exceso molar® Actividad especifica Gl‘fldo di
_ (s" (%) Modificacién
CPO 1039 100 No modificada®
CPO-PEG*
PEG ECD —
370 3700 465 447 Baja
CPO-HEX-PEG*
PEG ECD :
100 1000 582 56.0 Notable

a, Exceso molar sobre molécula de CPO; b, Actividad halogenasa; ¢, CPO modificada con PEG; d, CPO
modificada con PEG después de la modificacién con HEX; e, Ver detalles en la Figura 4.1.1.1.
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En la Figura 4.1.1.1 se muestran los cromatogramas de intercambio iénico de la CPO
pegilada sin y con incremento de grupos amino. En estos cromatogramas se observa la
presencia de una especie molecular con propiedades idnicas distintas a las de la CPO, puesto
que no se retuvo en la columna y que aument6é de manera considerable cuando se realiz6 la

pegilacién de la CPO previamente modificada con HEX (Figura 4.1.1.1).

asu_- j\_i‘_
SDD-:
so 3700X ECD*
% i
g i CPO-PEG
£ 200~ \//
Q
Rr 280 1000X ECD
¢ CPO-HEX-PEG
3un—— T e
10 12 14 18
Tiempo (min)

Figura 4.1.1.1. Perfil de elucion en una columna de intercambio aniénico de la
cloroperoxidasa y las preparaciones obtenidas empleando metoxipolietilenglicol.
* Exceso molar de ECD por molécula de CPO.

Es visible que la fraccién de CPO modificada aumenta al incrementar el nimero de
grupos amino (Figura 4.1.1.1), aunque la pérdida de actividad es cercana al 50% con respecto
a la enzima no modificada (Tabla 4.1.1.2). Ademds de esto no se obtuvo un aumento
considerable en el aumento de grupos amino, pues s6lo se obtienen 4 grupos amino mas. Con
esto, parecia interesante la opcién de la pegilacién directa de los grupos carboxilo, ya que la

CPO cuenta con 37 de tales grupos. Para tal propésito se emple6 un PEG derivatizado con un
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grupo amino (PEG-NH,) con el objetivo de que el amino del PEG reaccionara con los
carboxilos de la CPO por medio de quimica de carbodiimidas (Figura 4.1.1) y de esta manera
comparar la eficiencia de esta reaccion con la reacciéon de modificacién para aumentar grupos

amino seguida del proceso de pegilacion.

4.1.2 Pegilacion de los grupos carboxilo

Con el propésito de encontrar las mejores condiciones de modificacion de los grupos
carboxilo de la CPO con PEGNH,, se realizaron ensayos con diferentes excesos molares de
ECD manteniendo constante el exceso molar de PEGNH,. Al igual que la CPO pegilada sobre
grupos amino, se determind la actividad halogenasa de las diferentes preparaciones y éstas se

pasaron a través de una columna de intercambio aniénico.

Recordando que la CPO tiene un alto contenido de grupos carboxilo, su carga neta es
negativa, de tal forma que si se estdn modificando algunos de estos grupos, el resultado
esperado es que su carga negativa cambie. Para comprobar si esto ocurria, se pasaron las
distintas muestras pegiladas a iravés de una columna de intercambio aniénico. Como se puede
observar en la Figura 4.1.2.1, la CPO sin modificacién se retuvo en la columna de intercambio
anidnico, mientras que al modificar la CPO con PEGNH, aparece una nueva fraccién que no
se retuvo en la columna, indicando el cambio en las propiedades i6nicas de la CPO atribuido a
la disminucién de cargas negativas por la unién covalente de moléculas de PEGNH, a los

grupos carboxilo.
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» CPO
3
< S —
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100X ECD*
™
e
Q 3
e 500X ECD
b |
320 CPO-PEGNH,
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Tiempo (min)
Figura 4.1.2.1. Perfil de elucién en una columna de intercambio aniénico de la

cloroperoxidasa y las preparaciones obtenidas empleando metoxipolietilenglicol amino.
* Exceso molar de ECD por molécula de CPO.

Continuando con la Figura 4.1.2.1, es visible que al aumentar el exceso molar de ECD
aument6 la fraccion de CPO modificada al tiempo que disminuyé la actividad especifica
(Tabla 4.1.2.1). El valor de actividad especifica representa el nimero de moléculas de MCD
transformadas por molécula de CPO durante un segundo. Este valor es un promedio de la
actividad de todas las moléculas de CPO presentes en la mezcla de reaccién. En la Figura
4.1.2.1 también se observa que en las diferentes preparaciones, se encuentran presentes dos
especies moleculares en diferentes proporciones: la CPO y la CPO modificada, de tal manera
que el valor de actividad especifica representa la actividad de ambas especies moleculares. Al
emplear un exceso molar de ECD igual a 1000 se observé que la fraccién que no se retiene en
la columna fue la especie idnica mayoritaria en la mezcla, por lo que en tal caso se hace
evidente la pérdida de actividad debida al proceso de modificacién quimica de la CPO.

53



Resultados y Discusion

Tabla 4.1.2.1. Pegilacion de los grupos carboxilo de la cloroperoxidasa.

a . » - b
Exceso molar Actividad especifica Giudode
Modificacio
PEGNH, ECD ™) (%) oditicacion
CPO sin modificacion 1039 100 No modificada®
100 100 044 90.9 Baja°
100 500 824 79.2 Media®
100 1000 659 634 Notable®

a, Exceso molar sobre molécula de CPO; b Actividad halogenasa; ¢ Ver detalles en la Figura 4.1.2.1.

Ahora, comentando de manera general los resultados de la modificacién quimica sobre
grupos carboxilo, incluyendo la modificacién con HEX y la modificacion con PEGNH,, se
observé que el aumento en los excesos molares de los reactivos disminuyé la actividad de la
CPO (Tablas 4.1.1.1 y 4.1.2.1). Si bien se ha reportado la modificaciéon quimica de enzimas
sin pérdida apreciable en su actividad catalitica [105], ésto no es una regla en el proceso de
modificacién quimica de enzimas, ya que en ocasiones dicho proceso promueve la pérdida de
actividad catalitica. Esta pérdida de actividad en las enzimas se ha atribuido a la modificacién
de residuos importantes para la catélisis. Un ejemplo, es el reporte acerca de la modificacion
quimica de la lisozima donde se sugiere que la modificacion selectiva de un residuo de acido
aspartico, el cual participa en el sitio de unién del sustrato, se refleja en la pérdida
considerable de actividad enzimadtica [123]. En el caso particular de la CPO, existe un residuo
de 4cido glutdmico (Glul83) que forma parte del sitio activo (Figura 4.1.2.2) y que juega un
papel importante en la catélisis de la enzima. El Glul83 tiene la funcidn de la histidina distal
al fierro del grupo hemo en las peroxidasas [57]. Esta histidina distal funciona como

catalizador 4cido-base facilitando el rompimiento del enlace O-O del peréxido de hidrégeno,
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dando lugar a la formacion del compuesto I (ver el ciclo catalitico de la CPO). Se ha
propuesto que dicha histidina ayuda a enlazar el peréxido anionico al fierro del grupo hemo
actuando como catalizador bdsico mientras acepta un protén del peréxido de hidrégeno neutral
cuando éste se enlaza al fierro y actuando como un catalizador dcido donando un protén al

hidréxido anidénico saliente | 124].

Figura 4.1.2.2 Sitio activo de la cloroperoxidasa [57].

En un trabajo reciente, se cambi6 al Glul83 por una histidina y se observo una caida
del 85% de la actividad halogenasa de la CPO y un aumento de 2.5 veces en su actividad de
epoxidacion [125]. Esto muestra que el Glul83 es importante pero no esencial para la
actividad halogenasa de la CPO. Por otro lado, en la entrada del canal que conduce hacia el
sitio activo de la enzima, se encuentran los residuos de acido glutamico 69 y 266 [57]. Si
estos grupos fuesen modificados pudieran provocar problemas de accesibilidad de los

sustratos al sitio activo de la enzima. Dado que existen residuos de aminodcidos con grupos
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carboxilo con importancia en la catalisis y notando que la modificacién quimica es un proceso
inespecifico, es muy posible que algunos de estos residuos se estén modificando y como
consecuencia, disminuya la actividad catalitica de la CPO, aunque es claro que se requieren
mayores estudios para establecer con precisién las causas que provocaron la pérdida de

actividad halogenasa de la CPO modificada.

Con base en los resultados obtenidos para las 5 preparaciones pegiladas de la CPO,
incluyendo tanto las modificaciones sobre grupos amino como de grupos carboxilo, se decidié
someter a la preparaciéon con PEGNH,, en la cual se emple6é ECD en un exceso molar de 1000
(Tabla 4.1.2.1), a ensayos de termoestabilidad, actividad en solventes orgénicos y perfiles de
pH para determinar el efecto de la pegilacién sobre la CPO, ya que esta preparacion resulté ser
la mis homogénea de todas las obtenidas por pegilacién (muestra una especie molecular
mayoritaria, Figura 4.1.2.1). A esta preparacién se le nombré6 CPO-PEGNH,. La CPO-
PEGNH, mantuvo una actividad especifica de 659 s™', que representa el 63.4% de la actividad

de la CPO sin modificar.

4.2 Copolimerizacion de la cloroperoxidasa con poliuretano

La copolimerizacién con poliuretano se ha empleado para inmovilizar desde enzimas
hasta microorganismos viables y no viables para aplicarlos en diferentes procesos
biocataliticos [109-115]. Durante el proceso de formacién de la espuma, los grupos isocianato
del prepolimero de poliuretano reaccionan con grupos amino e hidroxilo de las enzimas (ver
Figura 1.6.1), ademas de reaccionar con agua para formar CO,, el cual favorece el aumento del

volumen de la espuma de poliuretano.
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La eficiencia de inmovilizacién, que representa la actividad residual de la enzima

U/ g enzima inmovilizada

enlazada al polimero [113], estd dada por la relacion: R
U/ g enzima libre

Se ha reportado que la eficiencia de inmovilizacién aumenta cuando se emplean
enzimas glicosiladas, dado que se incrementa considerablemente la cantidad de grupos
hidroxilo disponibles para la reaccién de polimerizacién [113]. La CPO tiene un contenido de
carbohidratos de 25-30% [31]. Las moléculas de carbohidratos estan distribuidas de manera
relativamente uniforme en la superficie de la enzima, por lo cual se espera que esté unida a la
matriz polimérica a través de diferentes puntos de su estructura. El copolimero CPO-
poliuretano (CPO-PU) se obtuvo con una carga de 12.2 mg de CPO g' de CPO-PU, que es
muy similar a la carga de 16.4 mg de CPO g"' de CPO-PU reportada anteriormente [110, 115].
La CPO-PU present6 una actividad halogenasa igual a 0.7 umol MCD-mg"' CPO-PU-min".
Esto representa una eficiencia de inmovilizacién de 3.86%. La pérdida en la eficiencia de
inmovilizacién se ha atribuido principalmente a la inactivacion de las enzimas durante el
proceso de polimerizacién dado que se trata de una reaccién exotérmica y al amontonamiento
de las moléculas en la matriz polimérica [113]. En este caso, se liofilizé la espuma para
secarla y es posible que este proceso haya contribuido a la inactivacion de la enzima y por lo
tanto, con la pérdida en la eficiencia de inmovilizaciéon. Otros autores ha secado la espuma en
atmésfera de P,Os sin pérdida de actividad considerable [110, 113, 115]. La preparacion
enzimdtica que se obtuvo fue adecuada para realizar ensayos a nivel laboratorio, puesto que
una mayor actividad requeriria de una mayor cantidad de los reactivos necesarios para realizar
los diferentes ensayos. La CPO-PU se almacend a 4°C y después de 11 meses de

almacenamiento mantuvo el 100% de su actividad.
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4.3 Inmovilizacion de la cloroperoxidasa en celita

La inmovilizacién en celita no es un proceso de modificacién quimica, pero si es una
alternativa para lograr actividad enzimdtica en solventes hidrofébicos [116, 117]. Este tipo de
inmovilizacién ocurre por un fenémeno de adsorcién de las moléculas de CPO sobre la
superficie de la celita. La preparacién que se obtuvo en este trabajo present6 una actividad

halogenasa de 8.83 pwmol MCD mg' CPO-Celita min™.

Existe un interés especial en la modificacién quimica de proteinas con agentes
quimicos muy hidrofébicos, como la trimetilsilil acetamida, que sélo es posible realizarlas en
medios con bajo contenido de agua. En estudios previos, se resuspendié la CPO en un
amortiguador adecuado y se midi6 la actividad halogenasa residual después de someterla a
procesos como la precipitacion con acetona y la liofilizacion. Luego del proceso de
precipitacion con acetona se recuperé un 10% de la actividad y 78% en el caso de la
liofilizacion. Con la finalidad de comparar la capacidad de la inmovilizacién en celita para
mantener la actividad de la CPO también se resuspendié la enzima y se midi6 la actividad
halogenasa, obteniendo una recuperacion de 90% de la actividad. Estos resultados muestran
que la CPO no sufre una pérdida drastica de actividad al inmovilizarla en celita. Es posible
que la adsorcién de la CPO en la superficie de la celita evite la desnaturalizacion de la enzima
por el proceso de deshidratacion al que es sometida. Por lo tanto, la inmovilizacién de la CPO
en celita se muestra como un proceso adecuado para deshidratar a la proteina sin pérdidas
considerables en la actividad enzimatica, de tal manera que pueda ser sometida a procesos mas

drasticos de modificacién quimica.
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4.4 Efecto de las diferentes preparaciones de la cloroperoxidasa sobre su

actividad en solventes organicos, termoestabilidad y perfil de pH

Actividad en solventes organicos. Con la finalidad de observar el efecto de la
presencia del solvente orgénico sobre la actividad de las diferentes preparaciones de la CPO se
realizaron ensayos de actividad enzimatica en mezclas con concentraciones crecientes de
solvente organico. Para realizar dichos ensayos se eligié al rert-butanol, que es miscible en
agua y a diferencia de otros alcoholes no es sustrato para la CPO. Este solvente ha sido
empleado en reacciones de sulfoxidacion selectiva con CPO y se ha demostrado que es
adecuado para este tipo de reacciones [88, 112]. Por otro lado, se empleé al tiantreno como
sustrato modelo dado que es un compuesto azufrado e hidrofébico que ademds se encuentra
presente en el diesel. En la Tabla 4.4.1 se muestran los valores de actividad especifica
obtenidos para cada una de las preparaciones. Los valores de actividad especifica de la CPO-

PU y la CPO-Celita estan reportados en relacion a la CPO inmovilizada en cada caso.

-Tabla 4.4.1. Actividad especifica de las diferentes preparaciones de la cloroperoxidasa
en medio con 10% de fert-butanol.

Preparacion enzimatica Actividad especifica (s)°
CPO 300+21
CPO-PEGNH, 3331
CPO-PU 1455+ 1.24°
CPO-Celita 19.34 + 1.06°

a, Actividad medida empleando como sustrato al tiantreno como se describe
en la metodologia; b, Actividad calculada en relacién a la enzima
inmovilizada en el soporte. Los valores reportados son el promedio de
ensayos realizados por triplicado.
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Como se observa en la Tabla 4.4.1 la CPO mantuvo su actividad en 10% de tert-
butanol al ser pegilada. Esto es muy interesante, puesto que perdié 36.6% de su actividad
halogenasa (Tabla 4.1.2.1). Se ha reportado que el fenémeno de particién entre el sitio activo
y el solvente parece ser un factor importante en la biocatélisis cuando se emplean sustratos
hidrofébicos [94]. La modificacién quimica del citocromo ¢ con PEG aument6 la cantidad de
hidrocarburos poliaromaéticos que pudo oxidar al tiempo que se increment6 su actividad
catalitica con respecto al citocromo no modificado [25]. Estas mejoras en la actividad
catalitica del citocromo ¢ modificado se atribuyeron al aumento en la hidrofobicidad del la
cavidad del sitio activo provocando a su vez la particién favorable de sustratos hidrofébicos
hacia el sitio activo [25]. Asi que un cambio en la hidrofobicidad del sitio activo de la enzima
podria explicar que la CPO-PEGHN, mantuviera su actividad contra tiantreno (sustrato

hidrofébico) ain cuando disminuyé su actividad sobre la MCD, que es un sustrato hidrofilico.

En el caso de la CPO-PU la actividad es aproximadamente un 5% de la actividad
mostrada por la CPO en las mismas condiciones. Una de las razones de dicho resultado es la
baja eficiencia de inmovilizacién que se obtuvo, puesto que hay mucha enzima en la espuma
que no es activa. Otro problema pudiera ser la existencia de problemas de difusién del
tiantreno hacia el sitio activo de la enzima. Por otro lado, la actividad tan baja de la CPO-
Celita, que es aproximadamente el 6% de la actividad de la CPO, también puede deberse a
problemas difusionales, aunque se necesitan més estudios para determinar las causas que

provocan la pérdida tan drastica de actividad de la CPO-PU y la CPO-Celita.
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En la Figura 4.4.1 se muestra el comportamiento en concentraciones crecientes de
solvente orgédnico para las diferentes preparaciones de la CPO. Los valores de actividad se
reportaron como porcentajes para poder observar de una forma mas clara las diferencias o
similitudes en el comportamiento de las diferentes preparaciones con respecto a la CPO. No
se determind la actividad de las diferentes preparaciones de la CPO con 0% de tert-butanol ya
que el tiantreno es insoluble en agua, de tal forma que se report6 el valor de actividad obtenido

con 10% de tert-butanol como el 100% de actividad para cada preparacion.
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Figura 4.4.1. Actividad de la cloroperoxidasa y sus modificaciones en solvente organico.
Mezcla de reaccion: 20 puM de tiantreno, 1 mM de H,0, y diferentes porcentajes de tert-
butanol en amortiguador acetatos pH 3, 60 mM, 20 mM KCI.

Cada ensayo se realizé por triplicado.

La copolimerizacién con poliuretano mejor6 la actividad de la CPO en un contenido de
20% de tert-butanol en el medio de reaccién (Figura 4.4.1) mientras que el resto de las
preparaciones y la CPO pierden aproximadamente el 20% en las mismas condiciones.

Después, la actividad enzimética de la CPO-PU cayé drasticamente, mientras que la CPO
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mantuvo el 50% de su actividad con un 50% de rert-butanol en el medio de reacciéon. La
CPO-PEGNH, present6 un perfil de actividad muy similar al de la CPO, aunque ésta fue un
poco mejor en todo el rango de condiciones analizadas. El caso de la CPO-Celita también fue
muy similar a la CPO. Se la reportado que la actividad de las enzimas normalmente cae

cuando aumenta el contenido de solventes orgénicos en la mezcla de reaccién [77].

Es claro que ninguna de las preparaciones presenta un comportamiento con diferencias
marcadas con respecto a la CPO (Figura 4.4.1), aunque existen resultados interesantes como el
caso de la CPO-PEGNH, que mantuvo el mismo valor de actividad que la CPO en medio con
10% de tert-butanol o la CPO-PU que mantuvo el 100% de su actividad en medio con 20% de
tert-butanol. Estos resultados no son suficientes para la aplicacién de alguna de estas
preparaciones en un proceso de biodesulfuracién donde lo ideal seria tener concentraciones
minimas de agua en el solvente organico que disuelve el diesel o en el caso extremo donde €l

diesel fuese el solvente.

Termoestabilidad. La CPO, CPO-PU y la CPO-PEGNH, se sometieron a ensayos de
termoestabilidad con el fin de determinar los efectos de los diferentes tratamientos sobre la
termoestabilidad de la CPO. En este caso no se realizé el ensayo con la CPO-Celita puesto
que la enzima se desorbe en las condiciones del ensayo y por lo tanto, no seria posible
determinar el efecto termoestabilizante del soporte sobre la enzima. Las diferentes
preparaciones de la CPO mantuvieron su actividad halogenasa después de una hora de
incubacién a 30°C, por lo que para fines de comparacién se normalizaron las actividades

especificas tomando dicho resultado como el 100% para cada preparacién enzimética.
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Tanto la CPO como la CPO-PU y la CPO-PEGNH, mantuvieron su actividad
enzimética después de una hora de incubacién a 40°C y no se observé una diferencia entre
ellas (Figura 4.4.2). La CPO-PU present6 una mejora en su termoestabilidad con respecto a la
enzima nativa a 50°C, puesto que mantuvo el 92% de su actividad comparada con el 77% de la
enzima nativa y el 54% de la CPO-PEGNH, (Figura 4.4.2). Este ultimo resultado pudiera
explicarse si se piensa en la posibilidad de que la inmovilizacién de la CPO (CPO-PU) la esta
protegiendo contra el proceso de desplegamiento provocado por €l aumento en la temperatura,
ya que varios de sus residuos (grupos amino primarios y grupos hidroxilo de los
carbohidratos) se encuentran unidos covalentemente a la red polimérica. Tal vez estas uniones
no son suficientes para mantener la estructura terciaria de la proteina a mayores temperaturas.
En otros trabajos en los cuales se han inmovilizado enzimas en poliuretano no se ha realizado

ensayos de termoestabilidad que permitan la comparacién de los resultados obtenidos.
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Figura 4.4.2. Termoestabilidad de la cloroperoxidasa y sus modificaciones.
Después de 1 hora de incubacién a diferentes temperaturas, se determing actividad halogenasa
a 30°C. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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La modificacién con PEG no le confiri6 mayor termoestabilidad a la CPO en
comparacién con los resultados obtenidos anteriormente, como es el caso de la modificacién
del citocromo ¢ que después de 7 horas de incubacién en presencia del sustrato a 80°C
mantuvo el 100% de su actividad [25]. En dicho trabajo se logré la modificacién del 80% de
las lisinas del citocromo c y se concluy6 que la elevada termoestabilidad presentada por el
citocromo ¢ modificado fue debida a la conservacién del ambiente del grupo hemo y la
disminucion en la velocidad de desplegamiento del sitio activo [25]. En otro trabajo se
concluy6 que la termoestabilidad conferida por el PEG a la peroxidasa de rabano blanco fue
debida a dos fenémenos: la represion del desplegamiento inicial y la reduccién en la velocidad
de inactivacion de la forma final de la enzima [104]. Es muy posible que no se hayan unido
suficientes moléculas de PEG a la CPO para alcanzar efectos similares a los reportados por

otros autores.

Perfiles de pH. Se determinaron los perfiles de pH para las preparaciones CPO-
PEGNH, y CPO-PU empleado como sustratos al CAT, que permite determinar la actividad
peroxidasa y la MCD, que permite valorar la actividad halogenasa. Estos ensayos se
realizaron también para la CPO con fines comparativos. No se determinaron los perfiles de

pH para la CPO-Celita dado que la CPO se desorbe en las condiciones de los ensayos.

En el caso de la actividad halogenasa, la CPO requiere de la presencia de protones para
llevar a cabo la reaccién (ver ciclo catalitico) y como puede verse en la Figura 4.4.3, el pH
6ptimo de actividad es 3 y no existe actividad a pHs mayores de 5. Dado que este requisito
depende del pH del medio de reaccién, las modificaciones de la CPO tienen el mismo

comportamiento que la enzima nativa.
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Figura 4.4.3. Perfil de pH de actividad halogenasa para las diferentes modificaciones de
la cloroperoxidasa.
Medio de reaccién: 0.1 mM monoclorodimedona, 1 mM H,0,, 20 mM KCI en amortiguadores
con pH entre 2 y 8. Los ensayos fueron realizados por triplicado.

Para hacer mas evidente el comportamiento de las diferentes preparaciones, la
actividad especifica se report6 en forma de porcentajes. En la Tabla 4.4.2 se muestran los

valores de actividad especifica para cada preparacion. Estos valores representan el 100% de la

actividad mostrada en las Figuras 4.4.3 y 4.4.4.

Tabla 4.4.2. Actividad especifica maxima de las diferentes preparaciones de la
cloroperoxidasa en medio acuoso.

Actividad halogenasa® Actividad peroxidasa®
Preparacion
enzimatica - Actividad 1 Actividad
P especifica (s™) P especifica (s7)
CPO 3 1050+ 18 5 1943 + 40
CPO-PEGNH, 3 6735 6 1354 + 18
CPO-PU 3 55472 5 133+ 15

a, Actividad medida como se describe en la metodologia; b, Actividad calculada en relacién a la enzima
inmovilizada en el soporte. Los valores reportados son el promedio de ensayos realizados por triplicado.

65



Resultados y Discusién

El perfil de actividad peroxidasa de la CPO-PU y la CPO-PEGNH, es muy similar al
de la CPO, aunque existen algunas diferencias. Una de ellas es que ambas modificaciones de
la enzima mantuvieron practicamente el 100% de actividad entre pH 5 y 6, mientras que la
CPO mostré su méaxima actividad a pH 5 (Figura 4.4.4). Otra diferencia es que mientras la
CPO perdi6 su actividad a pH 7, ambas modificaciones todavia mostraron actividad a ese pH.
Esto puede deberse a que algunos de los residuos ionizables de la CPO que participan en el
proceso de inactivacién por el pH estén formando uniones covalentes con el PEGNH, (CPO-
PEGNH,) o poliuretano (CPO-PU), por lo que no estdn susceptibles a la ionizacién y el

proceso de inactivacién es alterado.
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Figura 4.4.4. Perfil de pH de actividad peroxidasa para las diferentes modificaciones de
la cloroperoxidasa.
Medio de reaccién: 3 mM catecol, 1 mM H,0, en amortiguadores con pH entre 2 y 8.
Cada ensayo se realiz6 por triplicado.

Los ensayos para determinar el perfil de pH se realizaron por triplicado. Normalmente

los perfiles de pH de las enzimas presentan una forma de campana, donde la actividad se
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incrementa gradualmente al aumentar el pH hasta llegar a un valor maximo para después caer
conforme sigue aumentando el pH del medio. En este caso, no se tiene una explicacién para el
comportamiento que muestran la CPO y la CPO-PU en medios con valor de pH de 3 y 4

(Figura 4.44).

De acuerdo con los resultados presentados, aunque existen ciertas diferencias entre las
preparaciones de la CPO, éstas no son suficientes para la aplicacion de alguna de ellas en la
industria petrolera. Se requiere seguir trabajando para obtener un biocatalizador con
caracteristicas adecuadas para ser aplicado en un proceso de desulfuracién a nivel industrial,
como son la tolerancia a cantidades importantes de solventes orgéanicos en el medio de

reaccion, temperaturas mayores a 80°C y valores extremos de pH.

Es importante notar que los tratamientos a los cuales se someti6 a la CPO pueden ser
aplicados a otras enzimas para emplearlas con diferentes propésitos en medios con bajo

contenido de solvente orgénico.
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5. CONCLUSIONES

La CPO-PEGNH, mantuvo el mismo valor de actividad que la enzima no modificada
en medio con 10% de tert-butanol y empleando como sustrato al tiantreno, ademds de que
present6 un perfil de actividad muy similar a la enzima no modificada en concentraciones

crecientes de rerz-butanol, aunque ésta fue mejor en todo el rango de condiciones analizadas.

La CPO-PU mantuvo el 100% de su actividad empleando como sustrato al tiantreno en
medio con 20% de tert-butanol, mientras que las otras preparaciones perdieron

aproximadamente el 20% de su actividad en las mismas condiciones.

Se logré obtener un biocatalizador (CPO-PU) estable al almacenamiento y de fécil
recuperacién del medio de reaccion. La CPO-PU presenté una mayor termoestabilidad que la
enzima nativa a 50°C, pues mantuvo el 92% de su actividad halogenasa después de 1 hora de
incubacion a esa temperatura, mientras que la enzima nativa conservé el 77% de su actividad

en las mismas condiciones.

Las preparaciones CPO-PU y CPO-PEGNH, presentaron el 74% y el 44% de actividad
peroxidasa a pH 7 respectivamente, mientras que la enzima no modificada no presenté

actividad a este pH.

No se lograron ventajas espectaculares al comparar las diferentes preparaciones
obtenidas con la enzima nativa que permitan su aplicacion en la industria petrolera, sin
embargo, pueden ser aplicadas en otros procesos que no requieran de concentraciones

considerables de solventes orgénicos o altas temperaturas.
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6. PERSPECTIVAS

Empleo de compuestos mas adecuados para la modificacién quimica de la superficie de
la cloroperoxidasa y la proteccion del sitio activo

Dadas las caracteristicas estructurales de la CPO, tales como la relaciéon de grupos
carboxilo y grupos amino, se propone el uso de agentes de modificacién quimica con valores
de pK, cercanos a 5 para que puedan reaccionar con los grupos carboxilo de la CPO. Estos
podrian ser aquéllos que reaccionen eficientemente entre pH 4 y 5. Uno de estos compuestos
puede ser el PEG-hidrazida, que se ha reportado como una alternativa para la modificacién de
grupos carboxilo mediante quimica de carbodiimidas y tiene un pK, alrededor de 5 [101].
Aunado a esto, se puede emplear algin sustrato que se una fuertemente al sitio activo en las
condiciones de la reaccion de modificacién y que después pueda ser removido para evitar la

modificacién de residuos de amino4cidos importantes para la catélisis.

Maodificacion de los grupos superficiales de la cloroperoxidasa por medio de técnicas de

biologia molecular

Considerando que la modificacién quimica de la CPO no ha sido eficiente hasta ahora,
una alternativa interesante es la manipulacién genética para mejorar sus propiedades cataliticas
contra sustratos hidrofébicos en solventes organicos y poder aplicarla en la industria petrolera.
Recientemente se logré la expresion de la CPO recombinante [126], lo que abre las puertas

para realizar una serie de trabajos con la finalidad de mejorar las caracteristicas cataliticas de

la CPO en solventes orgénicos.

DY o1 O 69

becd



Perspectivas
Exploracion de aplicaciones para las preparaciones obtenidas en medio acuoso

Durante el desarrollo de este trabajo se han obtenido preparaciones enzimaéticas que si
bien no son la solucién para el problema que se planted inicialmente, es posible explorar
aplicaciones para dichas preparaciones que no impliquen €l uso en solventes organicos. Una
preparacion de gran interés es el copolimero CPO-PU, puesto que es un biocatalizador estable
al almacenamiento y de fécil recuperacion del medio de reaccién. Una alternativa es el uso de
este copolimero para la sintesis de polianilina con propiedades conductoras de electricidad.
Existe un reporte en la literatura en €l cual se describe la sintesis enzimatica de este polimero
en medio acuoso [127]. En dicho reporte describen el proceso realizado por la peroxidasa de
rdbano blanco. Por la accién de esta enzima se forman radicales libres que tienden a
polimerizarse. Dicha polimerizacion ocurre al azar, por lo que se forman polimeros altamente
ramificados que son malos conductores de electricidad. Para obtener un producto con
propiedades conductoras, se requiere que el polimero sea lineal. En el reporte antes
mencionado utilizan un templado para promover la polimerizacion lineal. Como alternativa al
uso de un templado, se pretende realizar la reaccién empleando 2, 3, 5, 6-tetracloroanilina y

2,3, 5, 6-tetrafluoroanilina para forzar el proceso de polimerizacién lineal.

La CPO se ha presentado como una enzima especialmente 14bil, de tal manera que la
modificacion de otras enzimas mas robustas, incluyendo otras peroxidasas, es una alternativa

interesante para explorar aplicaciones de interés comercial.
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