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1. INTRODUCCION

Las hemoperoxidasas son un tipo de enzimas oxidoreductasas que se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza. Emplean al peroxido de hidrégeno, un
oxidante econdmico, para catalizar la oxidacion de diferentes sustratos generando
subproductos no téxicos (agua o alcoholes), confiriéndoles un gran potencial para
desarrollar procesos a nivel industrial. Dos de las peroxidasas mas versatiles que se
conocen son la cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago, presentando actividad de
halogenasa, peroxidasa, catalasa y peroxigenasa (Sundaramoorthy et.al., 1998); y la
peroxidasa versatili de Bjerkandera adusta, que presenta actividad de lignino y
manganeso peroxidasa (Camarero et.al., 1999); ambas son capaces de oxidar
diferentes compuestos en presencia de solventes organicos (Wang et.al., 2003; van
Deurzen et.al., 1997).

Actualmente, la catdlisis en solventes organicos se presenta como una opcion
para llevar a cabo una serie de reacciones cuya catdlisis no es favorecida en un medio
acuoso, por ejemplo, al emplear sustratos hidréfobos. Sin embargo, a pesar de que el
uso de medios no convencionales presenta ciertas ventajas, la presencia de solventes
organicos afecta el comportamiento del catalizador por presentar problemas como una
particion desfavorable del sustrato hacia la enzima, la inactivacion y/o alteracion de la
estabilidad del catalizador; entre otras (Ryu & Dordick, 1992). Tales problemas pueden
ser abordados a partir de dos herramientas diferentes como son la ingenieria del
catalizador y la ingenieria del solvente. La primera se refiere a la modificaciéon quimica o
genética de la enzima para mejorar la estabilidad, y la ingenieria de solventes se basa
en la seleccion del solvente mas apropiado a partir de sus caracteristicas fisicoquimicas

y termodinamicas (Serdakowski et. al., 2008).

Por tal motivo, se pretende abordar el problema de la particion desfavorable del
sustrato hacia la enzima por medio de la inmovilizacion de la enzima y la alteracion del

microambiente, junto con la ingenieria de solventes, para obtener un biocatalizador mas



activo y estable y determinar el efecto de las propiedades termodinamicas del solvente
sobre la biocatalisis.



2. ANTECEDENTES

2.1. Peroxidasas: catalizadores versatiles

Las peroxidasas catalizan la oxidacion de una diversidad de sustratos organicos e
inorganicos acoplada a la reduccion de peroxidos o hidroperdxidos, generando
subproductos no toxicos, confiriéndoles un potencial para ser utilizadas en procesos de
biotransformacion en la industria. La mayoria son enzimas relativamente estables, tanto
intracelulares como extracelulares, y su nombre se deriva de la fuente (por ejemplo:
peroxidasa de rabano blanco) o del sustrato a oxidar (lignino-, manganeso-, cloro-
peroxidasa). Ademas, se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza. Las
peroxidasas llevan a cabo diferentes funciones biolégicas como la sintesis de
biomoléculas y la descomposicion de peroxido de hidrogeno (van de Velde et.al.,
200l1a), ya que pueden utilizar un amplio rango de sustratos en una diversidad de
reacciones. Sus aplicaciones potenciales son la remocién de contaminantes fendlicos,
decoloraciéon de colorantes sintéticos, sintesis de polimeros, aplicaciones en la industria
del papel, biosensores, kits de diagnéstico y analisis, inmunoensayos enzimaticos y
tltimamente la aplicacion de peroxidasas fungicas en la produccion de biocombustibles
(Hamid et.al., 2009). Sin embargo, a pesar de su enorme potencial, su aplicacion

industrial se ve limitada por la baja disponibilidad y estabilidad operacional.

Basados en su centro activo especifico, las peroxidasas pueden ser clasificadas
en tres grupos: hemoperoxidasas, vanadioperoxidasas y peroxidasas no metalicas,
siendo las dos ultimas principalmente halogenasas. Las vanadiohaloperoxidasas tienen
un ion vanadato como grupo prostético y principalmente se encuentran en ambientes
marinos y las haloperoxidasas no metalicas unicamente son activas en la presencia de
un amortiguador de acetato o propionato dando lugar a acido peracético o

perpropionico (Littlechild 1999).

Por otro lado, las hemoperoxidasas de origen no animal tienen un peso

molecular que varia entre 35 000 a 100 000 Da. Se clasifican en 3 clases



principalmente, dependiendo del organismo: a) clase I, peroxidasas intracelulares de
procariontes; b) clase Il, peroxidasas extracelulares flngicas; y c) clase lll, peroxidasas
de plantas (Tabla 1), cuyas secuencias de aminoacidos han propuesto un ancestro
comun, y a pesar del bajo porcentaje de homologia entre sus secuencias (< 20%), el
plegamiento general y la organizacibn de la estructura secundaria se conserva
(Welinder 1992). La estructura de las peroxidasas esta constituida por 10-11 a-hélices
unidas por giros y asas, mientras que las estructuras B-plegadas se encuentran en
menor cantidad. A diferencia de las peroxidasas clase I, en las clase Il y Il todos los
residuos de cisteina (en diferentes posiciones) forman 4 puentes disulfuro, poseen dos

sitios de union a iones de calcio y la superficie de la proteina esta glicosilada.

Tabla 1. Hemoperoxidasas de origen no animal (van de Velde et.al., 2001a)

HEMOPEROXIDASA

ORIGEN

FUNCION

Cloroperoxidasa (CPO)

Caldariomyces fumago

Biosintesis de caldariomicina

Citocromo c peroxidasa

Saccharomyces cerevisiae

Reduccion de H20; y oxidacion
de citocromo C

Peroxidasa de rdbano (HRP)

Armocracia rusticana

Biosintesis de hormonas de
plantas

Peroxidasa versatil (PV)

Bjerkandera adusta

Oxidacion de  compuestos
fendlicos y no feznélicos sin la
presencia de Mn"

Lignino peroxidasa (LiP)

Phanerochaete chrysosporium

Degradacion de lignina

Manganeso peroxidasa (Mn)

Phanerochaete chrysosporium

Degradacion de lignina
mediante el agente redox Mn*?

Las hemoperoxidasas son enzimas que contienen un grupo fierro-porfirina como
grupo prostético. En el estado nativo de la enzima, el ion fierro tiene un estado de
oxidacion Il y esta pentacoordinado con cuatro nitrégenos del anillo pirrélico del hemo y
un nitrégeno de una histidina axial, llamada también histidina proximal, en la mayoria de
los casos. La sexta coordinacion del fierro esta libre. ElI grupo hemo es el sitio catalitico
gue interviene en las diversas reacciones llevadas a cabo por las peroxidasas,
principalmente deshidrogenacion, halogenacion oxidativa, transferencia de oxigeno y
descomposicion del peréxido (van de Velde et.al., 2001a). El ciclo catalitico clasico para

las hemoperoxidasas (Figura 1), que involucra la oxidacion de dos moléculas de



sustrato, comienza con la reaccién de una molécula de peréxido con el sitio activo,
donde los residuos de aminoacidos cercanos al hemo facilitan la ruptura del enlace
oxigeno-oxigeno, dando lugar a la formacidén de un enlace dativo entre el oxigeno y el
Fe(lll) del grupo hemo y un radical libre deslocalizado en la porfirina (Compuesto | - CI).
Posteriormente este intermediario oxida una molécula de sustrato donadora de un
electron para formar el Compuesto Il (Cll), generando la reduccion del radical de la
porfirina y liberando un radical libre. Finalmente el Cll se reduce por una segunda
molécula de sustrato, regenerando el estado del Fe(IV) a Fe(lll), produciendo otro

radical libre y dando lugar a la enzima en su estado nativo (Everse 1998).

OH
KN_ILE_NJN Compuesto Il
M
~OH
H-0 7 Ho0 7
——N Mol—p = M=l
s Felly 5 Fell, 5 Fel,
|._N M |._N M |._N

Compuesto |

Figura 1. Ciclo catalitico clasico de las hemoperoxidasas (van de Velde et.al., 2001a)

El sitio de interaccion con el peréxido se caracteriza por la presencia de dos
aminoécidos que no varian entre hemoperoxidasas, la histidina y la arginina distal,
dando lugar a una cavidad hidrofilica (Figura 2). Dichos aminoacidos tienen un papel
importante en la formacién y estabilizacion del Compuesto |, ya que después de la
entrada del peroxido, éste transfiere un protén a la histidina distal, mientras que el
residuo de arginina estabiliza la carga que se forma con la union del peroxido de
hidrégeno (Banci 1997).
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Figura 2. Papel de los residuos de la cavidad del hemo en la formacion del Compuesto |

Para la mayoria de las hemoperoxidasas, después de la formacion del
compuesto I, el radical formado se localiza en la porfirina, sin embargo, en el caso de la
peroxidasa versétil (VP) y de la lignino peroxidasa (LiP), dicho radical se transfiere a un
residuo triptofanil localizado en la superficie de la enzima, el cual esta relacionado con
la ruta de transferencia de electrones para la oxidacién de sustratos de alto potencial
redox (Perez-Boada et.al., 2005).

2.1.1. Peroxidasa versatil de Bjerkandera adusta

La capacidad para degradar lignina esta limitada a un grupo de hongos ligninoliticos,
denominados hongos de podredumbre blanca. La mayoria de los hongos ligninoliticos
pertenecen al grupo Basidiomycetes, dichos hongos han desarrollado un sistema
enzimatico extracelular que es esencial para la transformacién de la lignina. El sistema
ligninolitico extracelular consiste principalmente en enzimas oxidativas: manganeso
peroxidasa (MnP) que oxida el Mn(ll) a la especie oxidante Mn(lll), el cual actia como
un agente oxidante que difunde para oxidar compuestos que no tienen acceso al sitio
activo (Wang et.al., 2002); lignino peroxidasa (LiP) la cual es capaz de oxidar
compuestos aromaticos de alto potencial redox; una fenol oxidasa denominada lacasa
(Lac) que reduce el oxigeno molecular a agua, y a través la utilizacion de ciertos
compuestos redox puede ser capaz de ampliar su espectro de sustratos, logrando asi la
oxidacion de porciones no fendlicas de la lignina, y una peroxidasa verséatil (VP) que es
capaz de oxidar una amplia variedad de sustratos en presencia 0 ausencia de

manganeso (Mester & Field, 1998).



La peroxidasa versatii es una hemoproteina glicosilada que conjuga las
propiedades cataliticas de LiP y MnP (Mester & Field, 1998). Puede oxidar
eficientemente Mn(ll) a Mn(lll) y llevar a cabo la actividad independiente de Mn en
sustratos fendlicos y no fendlicos. La VP ha sido descrita para dos especies fungicas,
Pleurotus y Bjerkandera. Las enzimas reportadas son de Pleurotus eryngii (Heinfling
et.al., 1998a, 1998b; Ruiz-Duenas et.al., 1999), Pleurotus pulmonaris (Camarero et.al.,
1996), Pleurotus ostreatus (Sarkar et.al., 1997) y Bjerkandera adusta (Heinfling et.al.,
1998a; Mester et.al., 1998; Wang et. al., 2001, 2002). La VP es un hibrido estructural
capaz de oxidar sustratos tipicos de la LiP y MnP (Pogni et.al., 2005), debido a que
posee dos sitios de union a sustrato, uno para la actividad dependiente de Mn (union de
Mn?*) formado por uno de los propionatos del hemo y los residuos acidos Glu36, Glu40
y Asp 175, y otro para la actividad independiente de Mn, donde los sustratos se acercan
al Trp 164 localizado en la superficie de la enzima y se oxidan mediante una ruta de
transferencia de electrones (Moreira et.al., 2005). La peroxidasa versatil de Bjerkandera
adusta tiene alta identidad con la LiP (60%) y MnP (55%) ambas de Phanerochaete
chrysosporium, y posee una ruta larga de transferencia de electrones similar a la

postulada para LiP (Ayala et.al., 2001), iniciando a través de un radical triptofanil.

El ciclo catalitico de la VP es similar al ciclo clasico de las peroxidasas (Figura 3),
pero incluye el compuesto Ig que contiene un oxo-Fe V=0 y un radical triptéfano (Trp-),
y el compuesto llg que contiene un Fe Il y un Trp- involucrado en la oxidacion de
compuestos aromaticos de alto potencial redox. Los compuestos Ig y llg estan presentes
cuando la VP presenta actividad LiP, y los compuestos I y lla se forman cuando la

enzima presenta actividad MnP (Ruiz-Duefias et.al., 1999).
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Figura 3. Ciclo catalitico de la VP, adaptado a su naturaleza bifuncional
(Ruiz-Duefas et.al., 1999)

Para la VP de Bjerkandera adusta, el valor de pH 6ptimo para mostrar actividad
manganeso peroxidasa, oxidacion de Mn(ll), es de 4.5, mientras que la actividad de
lignino peroxidasa sobre sustratos aroméaticos es a pH 3.0 (Wang et.al., 2003).

2.1.2. Cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago

Existen hemoperoxidasas capaces de oxidar haluros utilizando peréxido de hidrégeno,
resultando en la halogenacion de compuestos organicos. La mejor haloperoxidasa
caracterizada es la cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago. Dicha enzima no
muestra homologia con las hemoperoxidasas y tiene un plegamiento Unico
(Sundaramoorthy et.al.,, 1995). El grupo prostético de la cloroperoxidasa es un
ferriprotoporfirina IX y es una proteina monomérica. El ambiente del hemo es polar y a
diferencia de la mayoria de las hemoperoxidasas, el ligando distal es un acido glutdmico
y el ligando proximal una cisteina (Sundaramoorthy et.al., 1995). Tiene un peso
molecular alrededor de los 42000 Da, donde la composicion de aminoacidos es
principalmente de acido aspartico, acido glutdmico, y residuos de serina y prolina (45%
del contenido total). Es una glicoproteina donde aproximadamente 25-30% de la
molécula son carbohidratos, siendo los mayores constituyentes glucosamina vy

arabinosa (Morris & Hager, 1966).



La cloroperoxidasa es una de las enzimas mas versatiles porque presenta
actividad tipo halogenasa (halogenacion), peroxidasa (deshidrogenacion), catalasa
(descomposicion del peroxido) y peroxigenasa (insercion de oxigeno), de ahi que puede
modificar una amplia variedad de sustratos como alquenos, anilinas, bencilos, dicetonas
ciclicas, ésteres fendlicos, fenoles, peroxidos organicos e inorganicos, entre otros.
Presenta la mayor actividad halogenasa utilizando el sustrato monoclorodimedona con
una actividad especifica mayor a 1000 umol/mg min (Franssen, 1994). El ciclo catalitico
de la cloroperoxidasa comienza con la reaccion de una molécula de peroxido en el sitio
activo dando lugar a la formacién del compuesto I, pero a diferencia de la mayoria de
las hemoperoxidasas, el compuesto | puede seguir rutas diferentes a partir de éste: 1)
formacion del compuesto Il mediante la oxidacion de una molécula de sustrato, seguida
por una segunda molécula de sustrato para regresar a su estado basal; 2) transferencia
del atomo de oxigeno a una molécula de sustrato mediante la unién del sustrato al sitio
activo cerca del fierro; 3) formacidén de oxigeno molecular y agua al reaccionar con una
segunda molécula de perdxido; y 4) formacién de un intermediario halogenante en

presencia de iones haluro (Figura 4).

Aunque ambas enzimas descritas anteriormente son catalizadores muy
versatiles, la principal limitante es lograr un biocatalizador que mantenga su actividad
enzimatica bajo condiciones de operacion industriales (agitacion, elevada temperatura,
amplio rango de pH, etc.). Ademas, varios de los sustratos de las hemoperoxidasas son
sustratos hidrofébicos, por lo que se requiere la presencia de solventes organicos. Sin
embargo, a pesar de su enorme potencial, las enzimas presentan una baja actividad y
estabilidad operacional (Ryu et.al., 1992).



Compuesto X
-0-Cl

Compuesto |

Estado basal

Figura 4. Ciclo catalitico de la CPO

2.2. Catalisis en solventes organicos

En la industria quimica, las enzimas pueden ser utilizadas en procesos de
biotransformacién porque la cantidad y el tipo de reacciones que pueden ser
catalizadas, asi como la naturaleza quimica de los compuestos que pueden ser
transformados es enorme (Ayala et.al., 2004). Las enzimas son mas eficientes que los
catalizadores quimicos por su alta especificidad, baja concentracion de sustrato y
condiciones de reaccion suaves; ademas, el precio de una enzima al evaluar el
producto terminado, resulta ser comparable con un catalizador quimico. Una de las
desventajas que presentan las enzimas, es que en procesos a gran escala, las
condiciones de reaccidon como altas temperaturas, uso de solventes, pHs extremos,
entre otros, afectan la estabilidad. Para afrontar tales situaciones, se cuenta con las
modificaciones quimicas y genéticas que mejoran tanto la estabilidad como la actividad
de las enzimas, la ingenieria de solventes y la busqueda de microorganismos

extremofilos. En diversas industrias, como la del petréleo, se presentan sistemas no
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acuosos, altas temperaturas y sustratos hidrofobicos, los cuales son un reto para la
aplicacion de la catalisis enzimética, y su éxito depende del desarrollo de un

biocatalizador adecuado para llevar a cabo las transformaciones.

Las mezclas de reaccion conteniendo solventes organicos presentan una serie
de ventajas: aumentan la transferencia de masa mediada por la concentracion de
sustrato, modifican la especificidad del sustrato, facilitan la recuperaciéon de la enzima y
disminuyen la contaminacion microbiana, entre otros (Tabla 2). Algunas enzimas
adquieren nuevas propiedades, comparadas con la catalisis en un medio acuoso, como
el incremento en su estabilidad térmica o el cambio en la especificidad por los sustratos
(Zaks & Klibanov, 1984; Zaks & Klibanov, 1986). Aunque es posible tener actividad
enzimatica en sistemas no acuosos o0 con un bajo contenido de agua (Klibanov, 2001),
algunas enzimas presentan una disminucién en su actividad, como el caso de la
peroxidasa de rabano blanco en la oxidacion del sustrato p-anisidina en dioxano, ya que
al ir disminuyendo la cantidad de buffer de acetatos 10 mM pH 5.0 de 30 a 5% la
actividad enzimatica disminuye mas de 15 veces (Dordick, 1989). La cantidad minima
de agua que se requiere para que una enzima mantenga su actividad catalitica,
depende de cada enzima y del tipo de solvente utilizado. Por ejemplo, para el caso de
las siguientes enzimas: alcohol oxidasa de levadura, polifenol oxidasa de hongo y
alcohol deshidrogenasa de higado de caballo, la actividad incrementa al aumentar el
contenido de agua en un medio con solvente organico (Zaks & Klibanov 1988), ya que
se sabe que la adicion de un solvente organico en agua, puede provocar una reduccion
en la actividad del agua, cambiando las propiedades fisicoquimicas del medio (Westcott
et.al., 1996).
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Tabla 2. Ventajas y desventajas de la catélisis en solventes organicos (Dordick, 1989)

Catalisis de una amplia variedad de reacciones quimicas que no
pueden llevarse a cabo en medios acuosos.

Afecta el equilibrio termodinamico favoreciendo las reacciones de
sintesis sobre las de hidrdlisis

Altera la enantioselectividad, regioselectividad y en algunas
ocasiones la estabilidad térmica de las enzimas

VENTAJAS Elimina las reacciones colaterales dependientes del agua
Incrementa la solubilidad de sustratos no polares

Facil recuperacion de la enzima por no ser soluble en solventes
orgénicos

Facil recuperacion del producto en solventes con bajo punto de
ebullicion

Eliminacion de la contaminacién microbiana

Actividad limitada en la mayoria de los solventes orgéanicos

Pérdida de la estabilidad enzimatica por la disrupcion de las
interacciones que mantienen la estructura de una proteina
Rigidizacion de la estructura

DESVENTAJAS | Limitaciones de transferencia de masa en el caso de sistemas
heterogéneos o solventes viscosos

El contenido de agua debe de ser controlado

Aumento en los costos por la modificacion covalente o no covalente
del biocatalizador

A la fecha, se han hecho algunos estudios sobre la catélisis enziméatica
empleando peroxidasas en presencia de solventes organicos, sin embargo, en la

mayoria de los casos, la actividad disminuye (Tabla 3).
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Tabla 3. Catalisis enzimética de peroxidasas en medios con solventes organicos

MEDIO DE

ENZIMA REACCION CARACTERISTICAS REFERENCIA
Peroxidasa de rabano A9et°.“a . Actividad reducida 130.’, 140 y 260 Dai & Klibanov,
Dimetilformamida veces en comparaciéon con la
blanco (HRP) L 1999
Isopropanol reaccion en buffer
Oxidacién de tioanisol con una
actividad similar al agua con acetona
Acetona L ) .
o y acetonitrilo. Dai & Klibanov,
HRP Acetonitrilo Vidad . 1 | 2000
Isopropanol Mayor actividad con isopropanol,
atribuido a la baja solubilidad del
sustrato en agua.
Acetona Oxidacién del antraceno. El orden de
Manganeso peroxidasa [Metiletilcetona inactivacion de la enzima fue: Eibes et al. 2005
(MnP) Metanol Metanol > etanol > metiletilcetona > '
Etanol acetona
Dioxano Actividad reducida hasta 4 6rdenes | Ryu & Dordick,
HRP Metanol de maanitud 1992
Acetonitrilo 9
Tetrahidrofurano . . -
poetonvio | BAmets e et (0
HRP Isopropanol puede p RC Torres et al, 1998
Lactoperoxidasa Etanol cgtalltlco de estas enzimas en
sistemas con solventes organicos
Metanol
Tetrahidrofurano . . - .
Lignino peroxidasa Acetonitrilo ;Jinnﬁ;acr:meltjrg ollg h(':grnoggmf;i?gn b %‘g
(LiP) Isopropanol sc?lvente qa la cual se muestra Torres et al 1996
Citocromo C Etanol -
actividad es mayor
Metanol
Isopropanol Oxidacién de pireno en el siguiente
Lip Acetonitrilo orden: Vazquez-Duhalt
Tetrahidrofurano Isopropanol > acetonitrilo > | etal, 1994
Dimetilformamida tetrahidrofurano > dimetilformamida
Mayor actividad con el sustrato
dimetoxibencidina en glicoles 'y
Lip Solventes polares | acetona Yoshida et al,
e hidrofébicos Correlacion con el parametro de | 1997
Dimroth-Reichardt (Er) y la actividad
especifica de LiP
Etilenglicol
Dietilenglicol Oxidaciéon de Mn correlaciona con el | Yoshida et al,
MnP <
Acetona pardmetro Er 2000
Acetonitrilo
A(_:eto_nltrllo, . La velocidad de oxidacién de Mn -
. " Dimetilsulfoxido o ) Rodakiewicz-
Peroxidasa versatil (VP) Etanol disminuye en el orden: Nowak et al 2006
ETOH>DMSO>Propanol>ACN '
n-Propanol
Oxidacion de tioanisol hasta
CPO t-Butanol concentraciones de 70% solvente. van Deurzen et
Reduccion de actividad por aumento | al, 1997
en la km

Las formas en que el solvente puede afectar una enzima y causar su inactivacion

son las siguientes: 1) mediante la eliminacion de las interacciones no covalentes:
puentes de hidrogeno, van der Waals e hidrofébicas, ya que se afecta la estructura

terciaria de la proteina causando su desplegamiento; 2) mediante la penetracion en la
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proteina, lo que ocasiona una reduccion de la polaridad del sitio activo; 3) afectando la
constante dieléctrica, ya que disminuye la flexibilidad de la proteina y rigidiza su
estructura (Dordick 1992); o bien, 4) alterando la interaccion del sustrato con la enzima

(particidon del sustrato desfavorable hacia la enzima) (Klibanov 1997).

Los métodos empleados para manipular la actividad de las enzimas en solventes
organicos se pueden dividir en 2 categorias, la ingenieria de solventes y la ingenieria
del catalizador (Dordick, 1992).

2.2.1. Ingenieria de solventes

A diferencia de las soluciones acuosas, la cantidad de solventes y mezclas de éstos
que pueden ser usados para la catalisis enziméatica es enorme. El solvente ideal es
aguel que no provoca cambios estructurales en la enzima y no afecte su eficiencia
catalitica. Por un lado, los solventes polares disminuyen la estabilidad termodinamica de
los sustratos hidrofébicos haciéndolos mas disponibles para reaccionar con la enzima,
pero pueden secuestrar con mas facilidad las moléculas de agua unidas a la proteina,
provocando que las interacciones electrostaticas sean mas fuertes y por lo tanto
disminuya la flexibilidad de la enzima. Por otro lado, los solventes hidr6fobos no
secuestran el agua “esencial’ para la enzima pero aumentan la estabilidad
termodinamica de sustratos hidrofébicos (Dordick, 1992). Por lo que la eleccién del
solvente involucra un compromiso entre la estabilidad operacional de la enzima y la
estabilidad termodinamica del sustrato. Una solucion puede ser el uso de cosolventes
para favorecer la solubilidad sin reducir el poder catalitico de la enzima, teniendo en
cuenta que, pequefias cantidades de un solvente polar en uno hidrofobo, son lo
suficiente para modificar la polaridad del solvente y por lo tanto las propiedades
fisicoquimicas del medio de reaccion (Klibanov, 2001).

De ésta manera, la ingenieria de solventes se enfoca en la seleccion del solvente

mas apropiado que favorezca la particion de sustrato hacia la enzima, no modifique la
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estructura de la enzima, favorezca el equilibrio termodindmico de la reaccion, que sea

inerte y de bajo costo, entre otras (Serdakowski et.al., 2008).

Las herramientas para abordar la ingenieria de solventes se basan en estudiar
como afecta la identidad del solvente a las reacciones, principalmente sus
caracteristicas fisicoquimicas. Se han llevado a cabo diversos estudios en el desarrollo
de parametros para describir el comportamiento de los solventes (Castro & Knubovets,
2003). Estos incluyen el coeficiente de particion octanol-agua logP (Lanee et.al., 1985);
el parametro de solubilidad de Hildebrand (3); la constante dieléctrica, por ejemplo al
emplearse para encontrar una correlacion entre la actividad enzimatica y la selectividad
de una lipasa inmovilizada en presencia de diferentes solventes organicos (Catoni et.al.,
1995); el parametro de hidrofobicidad (H), el cual se empleé para la prediccion del
comportamiento catalitico de enzimas como lignino peroxidasa, cloroperoxidasa,
lactoperoxidasa y la proteina citocromo c en sistemas con solvente organico (Torres
et.al., 1996); el parametro de polaridad del solvente, a partir de la energia de transicion
Dimroth-Reichardt Er (Reichardt 1979), empleado para buscar una correlacion entre la
actividad LiP para la oxidacion del sustrato dimetoxibencidina en mas de 15 solventes
(Yoshida et.al., 1997) y el indice de polaridad (Gupta et.al., 1997), entre otros. Sin
embargo, con excepcion de la constante dieléctrica, los parametros anteriores fueron
desarrollados empiricamente. Cada uno basado en una propiedad del solvente organico
y a pesar de que tales valores nos facilitan la descripcion del comportamiento de las
enzimas en medios organicos, hasta ahora, ninguno de ellos es completamente
predictivo, por lo que aun es necesario validar dichos pardmetros usando diferentes
modelos biocataliticos.

El coeficiente de actividad termodinamica de un soluto (ys), es un parametro que
relaciona las interacciones entre el soluto y el(los) solvente(s), y se utiliza para calcular
la actividad termodinamica del compuesto, la cual se refiere a la disponibilidad del

sustrato para reaccionar (Torres et.al., 1998).
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En algunos casos, la disminucion de la actividad enzimatica al emplear solventes
organicos se debe en su mayoria al efecto del solvente sobre el sustrato, es por eso
que conociendo valores de ys se puede conocer algun efecto de particién del sustrato
desfavorable hacia la enzima (Ryu et.al.,, 1992; Torres et.al., 1996; Schmitke et.al.,
1996).

2.2.1.1. Aplicacion del coeficiente de actividad termodinamico (ys)

Uno de los trabajos mas significativos en cuanto al uso del coeficiente de actividad
termodinamica para estudiar la actividad de las enzimas en solventes organicos, es el
de Schmitke y colaboradores (1996). En su trabajo, los autores evaluaron la caida
dréstica de actividad de la subtilisina Carlsberg al pasar de un estado soluble en medio
acuoso, a un estado solido (i.e. inmovilizado) en medio organico con bajo contenido de
agua. Siguiendo un tratamiento sistematico para cuantificar cada uno de los factores
gue afectaron la actividad enzimatica, propusieron un ciclo termodinamico para evaluar
el efecto de la estabilizacién termodindmica que experimenta un sustrato hidrofobico al
estar disuelto en un solvente orgénico. Esta estabilizacion termodinamica provoca una
particion desfavorable del sustrato desde el solvente hacia el sitio activo de la enzima,
lo cual resulta en una menor actividad enzimatica. La particidbn puede cuantificarse a
través de los coeficientes de actividad termodinamica en solventes de diferente

naturaleza. A continuaciéon se describe el ciclo termodinamico.

La energia de desolvatacion del sustrato es un aspecto determinante en la
catalisis enzimatica en presencia de solvente organico, ya que el efecto termodinamico

gue ejerce se muestra en la figura siguiente (Schmitke et.al., 1996):

GT-
(E+8)y —B = (ESt)

A G:.r +4A GE"\'I
AG]

(E+8), —2 (ESt)s

A (i
A ("Fsi
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La flecha horizontal superior e inferior representa a la enzima (E) reaccionando
con el sustrato (S) para formar el estado de transicién (ES) en un solvente Ay en un
solvente B. Estas reacciones tienen asociadas una energia libre de activacion: AGp y
AGg, para el solvente Ay B respectivamente. De forma equivalente, la particion de E, S
y ES desde un solvente A a un solvente B tiene asociada una energia libre de
transferencia. En el esquema, AGg", AGs", AGgs", corresponden a la energia libre de
transferencia de la enzima, del sustrato y del estado de transicion desde el solvente A al
solvente B. El ciclo termodinamico es definido por la siguiente ecuacion, donde AGa
esta dada por la suma de todas las energias libre:

AG, =AG{ +AG{ +AG, —AGg (1)

La relacion entre el AG y kea/Knn, esta definida por (Fersht, 2003):

ko (KT (—AG
Ky ‘(hjexp( RT j @

Por lo tanto, AGa y AGg se pueden definir en base a la eficiencia catalitica de la

enzima:

k

AGg =AG, =-RT InK cat j(hﬂ (3)
Ky \KT

Por otro lado, AGE", AGs", AGes" se expresan en funcion de la actividad

termodinamica de las especies en cada uno de los solventes. La actividad
termodinamica (a) se relaciona con la disponibilidad de una molécula para poder
interactuar con otras, teniendo el valor de 1 para un sustrato puro o en estado solido. La
actividad termodinamica es funcion del coeficiente de actividad termodinamica del

sustrato (ys) y de la fraccion mol del mismo (X; a= Xys). A su vez, el coeficiente de

actividad termodinamica del sustrato (ys) es funcion de la solubilidad del sustrato en un

solvente y del volumen molar de dicho solvente.

G=G"+RTlha AG"=G,-G, AG" =RTIna; —RT Ina, =RT In(aBj (4,5, 6)

A
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- AGE", AGS", AGes" se definen a partir de la actividad termodinamica de la enzima, del

sustrato y del estado de transicion enzima-sustrato, respectivamente, quedando:

AGY =RT Ina,, —RT Ina, , = RT |n[as4sj -
aS~A
AG{ =RT Ina., —RT Ina., =RT In(ZEBJ @®)
E-A
AGE =RTInag; —RT Inag , =RT In(ZESBJ )
ES-A

Considerando que la actividad termodinamica es funcién de ys y de la fraccion
mol X, y suponiendo que la fraccion mol del sustrato es la misma en ambos solventes,

AGs" queda definido a partir del coeficiente de actividad termodinamica del sustrato:

AG! =RT In(yB] (10)
7 a

La ecuacion general:
k.. /K
RT In[( SLS } =RT In(yBJ +RT In(aEBj— RT In[aES'B j (11)
(kcat/KM )A Va Aga Ags.a
Da como resultado el siguiente modelo:
(kcat/KM )B :(%j(am}(aEs-A] (12)
(kcat/KM )A Va N\ e N\ Qess

Si el sustrato es completamente removido del solvente en el estado de transicion,

AGE" y AGgs" seran similares, por lo que cancelando dichos términos en la ecuacion 1,

AG, solo depende de AGg y AGs", y el modelo se simplifica, reduciéndose a:

(13)

('</K)=(7j

(kcat/KM )A 7A
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Aungue en el trabajo citado este modelo se utiliza para explicar la caida de
actividad de la subtilisina al pasar de un medio acuoso a un medio organico, este
modelo ademas proporciona una herramienta para predecir en que solvente (A 6 B) se
tendra mayor actividad enzimatica, considerando Unicamente la interaccion sustrato-

solvente, dada por ys en cada solvente.

Este modelo fue desarrollado para una hidrolasa; sin embargo, cumpliéndose las
suposiciones del modelo (i.e. que el sustrato se desolvata hacia el sitio activo de la

enzima) podria generalizarse y aplicarse a otras enzimas, como las peroxidasas.

Las reacciones enzimaticas en solventes organicos proveen numerosas Yy
atractivas ventajas industrialmente hablando, sin embargo, como se ha mencionado
anteriormente, la aplicacion de las enzimas en medio organico es limitada debido a que
la mayoria son menos activas y estables en presencia de solventes. ES por eso que se
han desarrollado varios métodos para mejorar la actividad y/o la estabilidad para
emplearlas en medios no convencionales, lo que se conoce como ingenieria del
catalizador, la cual incluye la inmovilizacidon en un soporte inerte como una herramienta
para conferir ciertas ventajas como el aumento en la estabilidad y purificacion de la

enzima, y recuperacion del producto.

2.3. Inmovilizacion de peroxidasas

La ingenieria del catalizador se refiere a la modificacién directa de la enzima a
través de la ingenieria genética o por modificacion quimica; o bien, a la alteracion del
microambiente para favorecer la actividad y estabilidad. Las herramientas para abordar
la ingenieria del catalizador son: a) modificacidn quimica de residuos; por ejemplo, la
modificacion de enzimas afadiendo grupos anfipaticos como polietilenglicol, o
derivados de p-ciclodextrinas; b) preparacion del biocatalizador; por ejemplo,
liofilizacion en presencia de aditivos; c¢) inmovilizacibn a un soporte sélido; lo cual

ademas de permitir la separacion y reuso del biocatalizador, permite seleccionar el
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microambiente mas adecuado para la catalisis; y d) ingenieria de proteinas (Polizzi et.

al., 2007), principalmente.

La inmovilizacion convierte a la enzima en un catalizador sélido recuperable y
puede incrementar su tiempo de vida media operacional. Por lo que se han utilizado
numerosos métodos para la inmovilizacion de enzimas con una amplia variedad de
soportes organicos e inorganicos. Algunas ventajas del empleo de enzimas
inmovilizadas son el aumento en la estabilidad y el reuso del biocatalizador,
disminuyendo los costos. Sin embargo, los principales inconvenientes del proceso de
inmovilizacién son la alteracion de la conformacién de la enzima con respecto a su
estado nativo, la pérdida de actividad en el proceso de inmovilizacion y el costo elevado

del biocatalizador en comparacién a la enzima soluble (Arroyo, 1998).

Las propiedades de una enzima inmovilizada, como la actividad catalitica o la
estabilidad térmica, difieren de su forma soluble. Esto depende principalmente de las
propiedades del soporte (composicion quimica, grupos funcionales, porosidad, tamafio
del poro, etc). El material del soporte es elegido con base en las propiedades de la
enzima y las condiciones de reaccion, ya que por el contrario se generan problemas de
difusién. Por ejemplo, los sustratos hidrofébicos no llegan con facilidad al sitio activo de
una enzima inmovilizada en un soporte hidrofilico, afectando la afinidad de la enzima
(Adlercreutz, 2006).

En general, los métodos de inmovilizacidén se clasifican en 2 categorias que son:
la retencion fisica (no covalente) y la unién quimica (covalente). Entre los métodos de
retencidn fisica, se encuentra el atrapamiento que consiste en la retencion de la enzima
en las cavidades interiores de una matriz sélida porosa constituida principalmente de
polimeros y tiene la ventaja de que la enzima no sufre alguna alteracion en su
estructura; y la inclusion en membranas por microencapsulacion, donde las enzimas se
rodean de membranas semipermeables que permiten el paso de moléculas de sustrato

y producto, pero no de enzima (Arroyo, 1998).
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En la union covalente, la eleccion del soporte y del tipo de enlace resulta
determinante para el comportamiento del biocatalizador. Esta uni6n, se basa en la
activacion de grupos quimicos del soporte para que reaccionen con nucleodfilos de las
proteinas. Los aminoacidos mas reactivos son: lisina, cisteina e histidina, y en menor
grado metionina, triptéfano, arginina, acido aspartico y acido glutamico. Se han utilizado
una gran variedad de materiales como soportes que varian en tamafio, porosidad,

forma, etc. Se pueden clasificar en dos grupos: 1) inorganicos y 2) organicos.

Los soportes inorganicos pueden ser naturales (arcillas, silice, piedra pémez,
etc.) o manufacturados (vidrio poroso, vidrio no poroso, ceramica, gel de silice, etc). Los
soportes organicos se clasifican en naturales (celulosa, almidon, dextranos, alginatos,

quitosano, colageno, etc.) o sintéticos (poliolefinas, poliacrilatos, poliamidas, etc.)

En el caso de la inmovilizacibn de peroxidasas, se han utilizado soportes
organicos e inorganicos. De estos ultimos, se han empleado perlas de vidrio, materiales
a base de silica y celita, entre otros. Actualmente se ha reportado la inmovilizacién de la
cloroperoxidasa (CPO) por adsorcion fisica empleando diferentes soportes como los
materiales mesoporosos MCM48, Al-MCM14, SBA15, SBA16 (Han et.al., 2002; Aburto
et.al., 2005; Montiel et.al., 2007; Térres et.al., 2008), talco (Aoun et.al., 1998) y celita
(Andersson et.al., 1999); 6 de manera covalente con poliuretano (Bakker et.al., 2000),
vidrio con grupos aminopropil (Kadima & Pickard, 1990), SBA16 (Aburto et.al., 2005),
silica gel (Petri et.al., 2004) y membranas de quitosano (Zhang et.al., 2009), entre otras.
En la tabla 4 se muestra un resumen del tipo de trabajos que se pueden encontrar
reportados en la literatura. En la siguiente seccion se discutiran los silicatos
Mesoporosos, que son soportes reportados para la inmovilizacion de la CPO, por ser

atractivos por su disponibilidad y facil preparacion.

2.3.1. Materiales mesoporosos

En general, los materiales mesoporosos tienen una estructura de poro determinada con

dimensiones similares a las de muchas biomoléculas. Han sido extensamente
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explorados como soportes para proteinas y enzimas en aplicaciones de la biocatélisis.
En la actualidad existen diferentes métodos de sintesis para controlar de manera
precisa el tamafio y estructura del poro, el tamafo de particula, la composicién quimica,
y estabilidad, permitiendo asi, que una amplia variedad de macromoléculas bioldgicas

puedan emplearlos como soportes en aplicaciones biocataliticas (Liang et.al., 2008).

Las diferentes caracteristicas de los mesoporosos dependen de sus propiedades
individuales, por ejemplo, el grado de cristalinidad, el diametro del poro, el area de
superficie, el volumen del poro, la quimica de la superficie, la forma y el tamafio de la
particula. A su vez, las propiedades fisicoquimicas de cada estructura dependen del
surfactante usado, las condiciones de sintesis (pH, temperatura, concentraciones,
agitacion), el contenido de sales, los cosolventes, y los aditivos organicos, entre otros.
Los surfactantes y aditivos se utilizan para desarrollar diferentes estructuras
mesoporosas, por ejemplo, hexagonales, cubicas, laminares, con diferentes tamafios de
poro. En general, la estructura se define a partir de la organizacion de los cristales que

sirven como templados para la formaciéon de los mesoporosos (Hudson et.al., 2008).
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Tabla 4. Inmovilizaciéon covalente y por adsorcion de CPO (Adaptado de Longoria et.al., 2010)

- ACTIVIDAD
TAMANO DE | CARGA DE ENZIMA METODO DE
SOPORTE PORO S T S RE'I'(I;I\)IIDA INMOVILIZACION CARACTERISTICAS REFERENCIA
SBA-15 o .
: ; Mayor estabilidad al almacenamiento y
funcionalizado 6.0—7.3nm 5-10 U por 10 mg de 6-7 Covalente a agentes oxidantes que la enzima Jung et.al. 2010
con ATS, enzima soluble
GTS, GA-ATS
67 A 150.5 14 . Menor estabilidad a temperatura que la .
SBA-15 143 A 1578 15 Adsorcion enzima soluble Montiel et.al. 2007
SBA-15 67A-s 68.5 65.5 Menor estabilidad a temperatura que la .
silanizado 143 A-5s 172.2 20.6 Covalente enzima soluble Montiel et.al. 2007
MCF 150 A 2905 52.2 Adsorcion Menor estabilidad a agentes Han et.al. 2002
desnaturalizantes que la enzima soluble
40 A 0 0
90 A 23 5 o Mayor estabilidad a agentes
SBA-16 40 A-Cs 59 o4 Adsorcion desnaturalizantes Aburto et.al. 2005
90 A-Cs 50 11
SBA-16 32 A 147 7 Covalente Mayor estabilidad a agentes Aburto et.al. 2005
desnaturalizantes
Silica-gel 67 A 84.4 12.4 Adsorcion Menor estabilidad a la temperatura que | ;o el et al. 2007
la enzima soluble
S_|I|c§1-gel 67 A 415 524 Covalente Mer.“” estabilidad a temperatura que la Montiel et.al. 2007
silanizado enzima soluble
40 A 0 0 SBA-16-90: Mayor estabilidad a
SBA-16 90 A 99 1.3 Adsorcion temperatura y solventes que la enzima Térres et.al. 2008
117 A 190 1 soluble
Al-MCM-41 26 A 246 1.7 Adsorcion Menor estabilidad a temperatura y Térres et.al. 2008
solventes que la enzima soluble
Espuma de 47.6 100 Covalente B|ocate_1[|zador reuse_lble que no presenta Bakker et al. 2000
poliuretano 571.4 54 desorcion de la enzima.
Vidrio con
grupos Covalente Estabilidad similar a enzima soluble Kadima et.al. 1990
aminopropil
Mayor estabilidad en funcién del pH y
Silica gel 64 19.5 Covalente agentes oxidantes en comparacion a la Petri et.al. 2004
forma soluble
Membranas 757 Covalente Mayor estabilidad a elevadas Zhang et.al. 2009

de quitosano

temperaturas, desnaturalizantes
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guimicos y oxidantes.

Mesoporoso 50 A 238 Aumento en la estabilidad a solvente y a
de silica 150 A 571.4 Covalente la temperatura para el soporte con Borole et.al. 2004
derivatizado 200 A 1309.5 mayor tamafio de poro (200 A)
Talco
(hidrofobico) 190.5 61-72 El caracter hidrofébico o hidrofilico
Talco No porosos Adsorcién puede modificar la actividad catalitica de | Aoun et.al. 1998
calcinado 59.5 80-126 la enzima
(hidrofilico)
265 pumol proteina / La inmovilizacion en este soporte Tesis de maestria
Fibra de vidrio No poroso H P ! 9 >90 Adsorcion permite llevar a cabo reacciones en fase . .
soporte . L Julio César Cruz
gas, manteniendo la actividad.
Poli (etileno- 37 roteina / cm? La inmovilizacidn a este soporte con o
co-metil- Kg prote : ; . . porte Tesis de maestria
. (union directa) sin espaciador, inactiva a la enzima
acrilato-co- . 2 <0.1 Covalente . L Edna Lorena
e 48 ug proteina/ cm disminuyendo su actividad .
glicidil- ) P Hernandez
metacrilato) (con espaciador) drésticamente.
La coinmovilizacion de la CPO y la
Espuma de 36.4 Covalente glucosa oxidasa da como resultado una van de Velde,
poliuretano ’ mayor estabilidad a concentraciones > et.al. 2000
60% tert-butanol.
La velocidad inicial més elevada fue
Espuma de obtenida con los solventes mas van de Velde,
poliuretano 390.5 10.6 Covalente hidrofébicos, sin embargo, la remocion et.al., 2001b
de agua causa pérdida de actividad.
Red anfifilica Incremento en la actividad y estabilidad
(PHEAY No poroso 8.4 Atrapamiento operacional en comparacion con la Bruns et.al. 2005
PDMS) enzima nativa.
Espuma . |
mesocelular Poroso Atrapamiento Los agregados entrecruzados de CPO Jung et.al. 2009
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La aplicacion de los mesoporosos para la inmovilizacion de las proteinas se basa
en ser un soporte donde se mantiene la actividad catalitica de las enzimas mejorando
su estabilidad, recuperacion y reuso. En la actualidad, numerosos soportes se han
empleado para la inmovilizacibn de enzimas (Tabla 5). La seleccion adecuada del
material mesoporoso para la inmovilizacibn de una proteina involucra propiedades
fisicoquimicas del soporte compatibles con las de la superficie de la proteina. Una
caracteristica clave para la seleccion del soporte es el tamafio de poro, ya que si la
proteina es muy pequefia, habrd una mayor area de superficie interna, y por el
contrario, si la proteina es grande, se adsorbera Unicamente en la superficie del
material. Un ejemplo es la baja inmovilizacion de la peroxidasa de rabano blanco en un
mesoporoso MCM-41 con un tamafio de poro de 4 nm, por que el tamafio de poro del

soporte era menor que el de la proteina (Diaz & Balkus, 1996).

Tabla 5. Materiales mesoporosos empleados en la inmovilizacién de proteinas. (Tomado de
Hudson et.al., 2008)

~ TAMANO DE
PROTEINA P TAMANO (nm) SOPORTE MESOPOROSO PORO (nm)
. MCM-41, COS, CNS, MPS-F127,
Citocromo ¢ 10.7 2.6x3.2x3.3 MAS-9, A-MCM-41, Al-MCM-48, PMO 2.5-13
Microperoxidasa 4.1 3.3x1.75 PMO, MCM-41, SBA-15 2.7-5.5
Peroxidasa de 7.2 4.0x4.4x6.8 | MCM-41, SBA-15, CNS, FSM-16 2.7-13
rabano blanco
. SBA-16, MCF, SBA-15, MCM-48,
Cloroperoxidasa 4.0 6.5 PMO-PA 3-14
Manganeso i : FSM-16 3-9
peroxidasa
Mioglobina 7.1 17.6 FDU-12, SBA-15, MCF 3.8-24
Metmioglobina - 17.6 FSM-16, FSM-22 2.7-4
Hemoglobina 6.7-8 5.3x5.4x6.5 SBA-15, FSM 3-10
Citocromo P450
CYP2C9 - 9.0 MCM-41, AI-MCM-41 4-5
Citocromo P450
CYP2B4 - 5.2 MCM-41, AI-MCM-41 4-5
. 17-34, 3.9
Glucosa oxidasa 4.6 7.0x5.5x8.0 MCF, CMK, MSCF, FMS, MSU-FC (5.6, 21)

Las enzimas son moléculas que pueden ser adsorbidas en los materiales
mesoporosos por diferentes interacciones electrostaticas, hidrofébicas/hidrofilicas y
covalentes con diferentes niveles de estabilidad, actividad y reuso. La maxima cantidad

de enzima adsorbida en un material mesoporoso varia con el pH, la fuerza ionica, el
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diametro del poro, el volumen del poro, las caracteristicas de la superficie, el punto
isoeléctrico, la morfologia y tamafio de particula, y las condiciones de adsorcion.
Ademas para que una enzima inmovilizada sea 0til en biocatalisis, debe ser capaz de
reutilizarse, manteniendo a la enzima después de los lavados con agua y buffers. Por lo
cual se han hecho diversos esfuerzos por crear materiales mesoporosos con grupos
funcionales en la superficie para poder inmovilizar covalentemente las proteinas
(Hudson et.al., 2008).

2.3.1.1. Mesoporosos de carbono

Los materiales porosos de carbono tienen diferentes aplicaciones como electrodos para
baterias, celdas de combustible, supercapacitores, soportes para procesos cataliticos,
entre otras, y esto se debe a que poseen ciertas propiedades fisicas y quimicas como la
conductividad eléctrica, conductividad térmica, estabilidad quimica y baja densidad,
ademas de una gran disponibilidad (Liang et.al., 2008). Los materiales porosos de
carbono son clasificados de acuerdo a su diametro de poro: microporosos (X < 2 nm),
mesoporosos (2 nm < x < 50 nm) y macroporosos (x > 50 nm). Los mesoporosos de
carbono son obtenidos a partir de templados de mesoporosos de silice, empleando una
fuente de carbono, por ejemplo sacarosa (Jun et.al., 2000), lo que les otorga grandes
areas de superficie especificas, grandes voliumenes de poro especificos, didmetro de
poro uniforme, estabilidad a elevadas temperaturas y una aplicacion potencial como
adsorbentes de moléculas voluminosas. Sin embargo, la naturaleza hidrofébica e inerte

de los mesoporosos puede ser desfavorable para varias aplicaciones.

La modificacion de la superficie o la funcionalizacion de los materiales de
carbono afecta el caracter hidrofobico o hidrofilico de la superficie, haciéndolos mejores
adsorbentes. Se puede obtener una variedad de grupos funcionales, principalmente
grupos carboxilo (COQO"), oxidando la superficie por diversos agentes oxidantes como
acido nitrico, acido sulfarico, ozono, o persulfato de amonio. La modificacion de la
superficie con grupos COO" haria la superficie activa para la inmovilizacion covalente de

proteinas (Vinu et.al., 2007).
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La tecnologia enziméatica es una herramienta poderosa para producir
biocatalizadores empleando peroxidasas, los cuales tienen un alto potencial para
aplicarse en los procesos biotecnologicos. La inmovilizacion de peroxidasas en
materiales organicos e inorganicos aumenta la tolerancia de las enzimas a las
condiciones que normalmente encontramos en los procesos industriales, como la
presencia de solvente organico y altas temperaturas. No importando cual método se
seleccione para la inmovilizacion (covalente o no covalente), y el soporte que se utilice
(orgénico o inorgéanico), las enzimas inmovilizadas muestran caracteristicas propias que

las hacen cataliticamente atractivos para una variedad de aplicaciones.
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3. JUSTIFICACION

El uso de peroxidasas en solventes organicos se ve limitado porque en la mayoria de
los casos la actividad catalitica de la enzima se ve disminuida, aun en presencia de
bajas concentraciones de solvente organico (Dai et.al.1999). Entre los factores que
pueden explicar esta caida de actividad, se ha sugerido que los solventes organicos
afectan la eficiencia catalitica de algunas peroxidasas debido a un aumento en la Ky
por la disminucion de la interaccién sustrato hidrofébico-enzima (Ryu et.al. 1992).
Aunque comunmente se emplea la modificacibn quimica e inmovilizacion de
peroxidasas para utilizarlas en presencia de solventes organicos, hay pocos estudios
gue se dediquen a cuantificar y discernir los diferentes eventos que provocan la baja
actividad de estas enzimas en ese tipo de medios. Este trabajo se basa en la premisa
de que las herramientas ingenieria del catalizador e ingenieria de solventes pueden ser
aplicadas a los sistemas de peroxidasas en presencia de solventes miscibles en agua,

con el fin de favorecer la particion del sustrato y obtener un biocatalizador méas activo.
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4. HIPOTESIS

A través de la inmovilizacion de las enzimas a soportes derivatizados con grupos
funcionales hidrofobos y la seleccién de un solvente que aumente la disponibilidad del
sustrato hacia la enzima, sera posible favorecer la particion del sustrato hacia la enzima

y aumentar la actividad.

29



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Generar sistemas (biocatalizadores + solventes) basados en peroxidasas que

favorezcan la particion del sustrato en medios con solventes orgénicos polares.

5.2. Objetivos particulares

1. Inmovilizar a la(s) peroxidasa(s) (VP de Bjerkandera adusta y/o la CPO de

Caldariomyces fumago) en un soporte: nylon, vidrio, mesoporosos de carbono, etc.

2. Derivatizar el soporte con grupos funcionales hidr6fobos aromaticos.

3. Caracterizar los biocatalizadores generados (actividad especifica), utilizando el

sustrato modelo: 9-metilantraceno para la VP y tioanisol para la CPO.

4. Evaluar la estabilidad de los biocatalizadores a temperatura y solventes organicos.

5. Estudiar la influencia de la actividad termodinamica de los sustratos, a través de los
coeficientes de actividad termodinamica, sobre la catalisis de las peroxidasas en

mezclas agua-solvente.

6. Analizar el efecto de la derivatizaciéon del soporte sobre la particion del sustrato, a

través de perfiles de actividad a diferentes concentraciones de solventes.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Materiales

Acetato de sodio, acido succinico, acido clorhidrico, bicarbonato de sodio, cloruro de
potasio, dimetilsulféxido, fosfato de sodio monobasico, fosfato de sodio dibésico, iso-
propanol, sulfato de manganeso y tert-butanol se obtuvieron de J. T. Baker. Acido
benzoico, acido malodnico, alcohol veratrilico, bencilamina, N-(3-dimetilaminopropil)-N-
etilcarbodiimida hidroclorada, guaiacol, 1,6-hexandiamina, monoclorodimedona, 9-
metilantraceno, perlas de vidrio activadas con grupos aminopropil, peréxido de
hidrogeno, tioanisol y reactivo MES fueron provistos por Sigma-Aldrich. Acetonitrilo,
acido aceético y tetrahidrofurano fueron provistos por Burdick-Jackson, Mallinckrodt y
Fisher Chemical, respectivamente. Las membranas de nylon y el soporte Eupergit C,
fueron provistos por Whatman y R6hm Pharma respectivamente. Los mesoporosos de
carbono fueron provistos por el Dr. Eduardo Torres y el Dr. Eduardo Terrés (BUAP-
IMP).

6.2. Métodos

6.2.1. Actividad especifica LiP y MnP (Enzima soluble)

Ensayo estandar: La actividad lignino peroxidasa se mide siguiendo la formacion de

veratril aldehido a A=310 nm (e310=9300 M™*cm™) durante la reaccién con 4 mM alcohol
veratrilico en amortiguador de succinatos 50 mM, pH 3.0 y H,O, 0.4 mM. La actividad
manganeso peroxidasa se mide monitoreando la formacién del complejo malonato-Mn**
a A=270 nm (¢=11590 M*cm™) en reacciones con 0.1 mM MnSO4; y 1 mM H,0O, en
amortiguador de malonatos 50 mM, pH 4.5.

Ensayo con sustrato_modelo: La actividad lignino peroxidasa se evalla siguiendo la

desaparicion de 9-metilantraceno a A=368 nm, durante la reaccion con 50 uM 9-

metilantraceno en un medio con amortiguador de succinatos 50 mM, pH 3.0 en
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presencia de acetonitrilo, tert-butanol, o bien, dimetilsulféxido 20 6 50% (Tabla 6); y 0.4
mM HzOz,

Tabla 6. Coeficiente de extincién molar de 9MA

Coeficiente de extincibn molar

9-Metilantraceno . N
(e368; M ‘em 1)

ACN DMSO t-BUT
20% 7560 6911 8298
50% 6775 4428 6299

6.2.2. Actividad especifica de CPO (Enzima soluble)

Ensayo estandar: La actividad halogenasa se mide siguiendo la desaparicion de

monoclorodimedona a A=278 nm (e276=12200 M*cm™) en la reaccién con 0.1 mM
monoclorodimedona y 20 mM cloruro de potasio en amortiguador de acetatos 60 mM,
pH 3.0, 1 mM H,0..

Ensayo con_ sustrato_modelo: Se evallda la actividad peroxigenasa siguiendo la

desaparicion de tioanisol a A=254 nm, durante la reacciéon con 100 uM tioanisol en un
amortiguador de fosfatos 60 mM, pH 6.0 en presencia de acetonitrilo 20%; tert-butanol
20 6 40%; o bien, dimetilsulfoxido 20 6 40% (Tabla 7); y 1 mM H,0..

Tabla 7. Coeficiente de extincion molar de tioanisol en diferentes mezclas de agua-solvente

Tioanisol Coeficiente de extincién molar (ezss; M'cm™)
ACN DMSO t-BUT i-PROP THF
20% 10380 10557 10409 9226 10150
40% - 11256 10494 10326 -

6.2.3. Actividad de enzima inmovilizada (CPO)
Se evalla de manera discontinua pero bajo las mismas condiciones de medicion de

actividad que la enzima soluble, manteniendo agitacién constante para evitar la

precipitacion de la enzima inmovilizada en los mesoporosos de carbono.
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6.2.4. Determinacion de proteina

Se estim6 la concentracion de proteina espectrofotométricamente basandose en el
coeficiente de extincién de la VP a A de 407 nm con un valor de 77000 Mcm™,y el de

la CPO a A de 403 nm con un valor de 75300 M*cm™,

6.2.5. Determinacién de la estabilidad en presencia de solventes organicos

(enzima soluble).

Peroxidasa versatil: Se incuba la enzima soluble a diferentes concentraciones de

solvente: acetonitrilo, dimetilsulfoxido y tert-butanol; se mide la actividad lignino
peroxidasa con el sustrato alcohol veratrilico en condiciones estandar en presencia de
solvente, durante una hora a varios intervalos de tiempo.

Cloroperoxidasa: Se incuba la enzima soluble a diferentes concentraciones de solvente:

acetonitrilo, dimetilsulfoxido, tert-butanol, iso-propanol y tetrahidrofurano; se mide la
actividad especifica con el sustrato guaiacol en condiciones estandar en presencia de

solvente, durante una hora a varios intervalos de tiempo.

6.2.6. Determinacion del coeficiente de actividad termodinamica (y)

Experimental: Se estima la solubilidad del sustrato (S) en las diferentes concentraciones
de solventes (tert-butanol, acetonitrilo y dimetilsulfoxido) a partir de la absorbancia de
una solucién saturada, utilizando un coeficiente de extincion obtenido a partir de una
curva estandar del mismo sustrato (tioanisol). Se estima el volumen molar de la mezcla
(Vm), Vm=(XiM1+XoMz)/pt (Corradini et.al.,, 1993; Valtz et.al., 2004), donde pr es la
densidad de la mezcla (Tamura et.al., 1997; Kim & Marsh et.al., 1988), M; es el peso
molecular del agua, M, es el peso molecular del solvente y X la fraccion mol de cada
uno respectivamente. El coeficiente de actividad termodinamica se calcula mediante la
relacion y=1/SVn, (Schmitke et.al., 1996).

33



Tedrico: Haciendo uso del programa COSMOtherm, que combina aspectos de quimica
cuantica y termodindmica estadistica, se calculan los coeficientes de actividad
termodinamica tomando en cuenta las interacciones entre el sustrato y el solvente.

6.2.7. Inmovilizacién de CPO en los mesoporosos de carbono

Unidn por grupos carboxilo (con espaciador): 10 mg de mesoporosos de carbono son

activados con 600 uL de una solucién de persulfato de amonio (APS) 1.75M en H,SO,4
2M por 24 h a temperatura ambiente y agitacién continua, para la generacion de grupos
carboxilo. Posteriormente, se llevan a cabo lavados con agua para deshacerse del
exceso de residuos de sulfato. Los mesoporosos de carbono con grupos COO’, se
incuban con 3.5 mg de 1,6-hexandiamina (100x/grupo amino) y 5.7 mg de carbodiimida
en 1 mL de amortiguador MES (acido 2-N-morfolino etanosulfénico) 50 mM, pH 5.0
durante 5 h a 25°C. Se mantiene el pH a 7.0. La preparacion se lava con amortiguador
MES 50 mM, pH 5.0. Para los experimentos considerando una cantidad de enzima en
exceso, se incuba 0.5 mg de enzima, 0.57 mg de carbodiimida (10x/mol amino) con los
mesoporosos de carbono con el espaciador hexandiamina, en 1 mL de amortiguador
MES 50 mM, pH 5.0, por 5 h a 25°C. Para aquellos experimentos donde se controla la
cantidad de enzima, se incuban 0.06 mg de enzima. Al finalizar el tratamiento, la
preparacién se lava con amortiguador de fosfatos 60 mM, pH 6.0 y mantenida en el
mismo. La determinacion de la cantidad de enzima inmovilizada se lleva a cabo

espectrofotométricamente por medicidn indirecta del sobrenadante y los lavados.

6.2.8. Derivatizacion de los mesoporosos

Considerando 10 mg de material mesoporoso inmovilizado con la enzima y grupos
reactivos libres (amino), se mantiene un exceso de acido benzoico (5x/grupo reactivo) y
carbodiimida, y se incuban en 1 mL de amortiguador MES 50 mM, pH 5.0, por 5 h a
25°C. La preparacién se lava con amortiguador de fosfatos 60 mM, pH 6.0 y mantenida

en el mismo.
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6.2.9. Determinacion cualitativa de grupos funcionales amino

La evaluacion de grupos amino libres se llevdo a cabo de manera cualitativa con la
reaccion de la fluorescamina (4-fenilespiro [furano-2(3H),1’-ftalina]-3,3’diona), el cual
reacciona con las aminas primarias para dar lugar a la formacién de un complejo

fluorescente (Stocks et.al., 1986).

6.2.10. Estimacion cuantitativa de grupos funcionales carboxilo

La cantidad de grupos carboxilo fue medida a partir de la interaccion con azul de
metileno. El soporte se coloca en una solucion de azul de metileno 1mM a pH 7.0
(buffer de fosfatos 60 mM). A valores de pH neutros, el grupo carboxilo se encuentra
cargado negativamente y puede formar interacciones electrostaticas con el azul de
metileno cargado positivamente. Después de 2 h, el soporte se lava con buffer a pH 7.0
por 30 minutos, para remover el exceso de azul de metileno. Finalmente, la liberacion
de azul de metileno se lleva a cabo colocando el soporte en una solucién acida (pH
3.0). La cantidad de azul de metileno liberada es estimada por espectrofotometria a A
de 663 nm y es proporcional a la cantidad de grupos carboxilicos en el soporte (Peng
et.al., 2009).

6.2.11. Estimacion cuantitativa de acido benzoico
Se estim6 la concentracion de &cido benzoico espectrofotométricamente con un
coeficiente de extincion de 0.0885 (mg/L)*cm™a A de 227 nm, mediante la diferencia de

cantidad inicial y la remanente en solucién después del proceso de derivatizacion.

6.2.12. Determinacion de la estabilidad térmica y estabilidad en presencia de

solventes organicos del biocatalizador obtenido.
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Estabilidad térmica: Se realiza incubando la enzima inmovilizada a una temperatura de

40, 50 y 60 °C en buffer de fosfatos pH 6.0. Posteriormente, se mide la actividad
especifica de manera discontinua con el sustrato guaiacol en condiciones estandar.

Estabilidad en solventes organicos: Se incuba la enzima inmovilizada en 20 y 40% de

tert-butanol y se mide la actividad especifica de manera discontinua con el sustrato

monoclorodimedona en condiciones estandar.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Ingenieria del biocatalizador: inmovilizaciéon de CPO

En este trabajo se inmovilizaron las enzimas VP y CPO en soportes inertes para
favorecer su estabilidad en presencia de solventes organicos. Primeramente se llevé a
cabo la inmovilizacion de las enzimas (VP y CPO) en los siguientes soportes:
membranas de nylon, perlas de vidrio activadas con grupos amino propil y Eupergit C,
que es un polimero de acrilico con grupos oxiranos, obteniendo una matriz hidrofilica
con un ligero componente hidrofébico. La cantidad de enzima inmovilizada en las
membranas de nylon y con el soporte Eupergit C fue de 30 nmoles/membrana y 92
nmoles/g soporte respectivamente, valores bajos en comparacion con los reportados en
la tabla 4. Ademas, los resultados de actividad mostraron que en el caso de la VP, la
actividad retenida después del proceso de inmovilizacion con el sustrato alcohol
veratrilico en membranas de nylon fue de 0.9%, mientras que en las perlas de vidrio
activadas con grupos amino propil fue de 3%. En el caso de la CPO, la inmovilizacion
en el soporte Eupergit C, provocé una pérdida dréstica de la actividad mostrando
Gnicamente un 0.3% de la actividad halogenasa inicial con el sustrato
monoclorodimedona. Estos resultados fueron menores que los reportados para la
inmovilizacién covalente de las enzimas (Tabla 4), por lo que se eligié otra opcion que
no ha sido reportada en la literatura: inmovilizacion de CPO en mesoporosos de

carbono.

Hoy en dia, los mesoporosos ofrecen una alternativa como soportes para la
inmovilizacion de enzimas y su uso ya se ha reportado ampliamente (Hudson et.al.,
2008). Sin embargo, los mesoporosos de carbono son un soporte novedoso Yy nos
permiten alterar su naturaleza hidrofobica/hidrofilica mediante la modificacion o
funcionalizacion de la superficie. En este trabajo, se utilizaron los mesoporosos de
carbono (CMK-3) como soporte para la inmovilizacién de la CPO. Puesto que el tamafio

de poro promedio del soporte es de 3.24 nm (Figura 5, proporcionado por Térres &
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Torres, IMP) y el tamafio de la enzima es de aproximadamente 53Ax46Ax60A, lo mas

probable es que la union se lleve a cabo en la superficie del material mesoporoso.

T CHK-3
3.24 nm

WOLUMEN DEL PORDO (ccig)

1 10 10 1000
DIAMETRO DEL PORO (nm)

Figura 5. Didmetro de poro promedio de los mesoporosos de carbono.

La union covalente requiere la presencia de grupos activados en el soporte para
reaccionar con los grupos funcionales de las proteinas. La cloroperoxidasa posee 5
grupos amino primario y 37 grupos carboxilo en su secuencia, de los cuales 3 lisinas y
25 carboxilos se encuentran expuestos al solvente. Sin embargo, es dificil derivatizar
los grupos amino de la CPO debido a que la enzima sufre una inactivacion irreversible
cuando se expone a un pH mayor a 7; las reacciones de nucleéfilo cominmente usadas
para derivatizar grupos amino se llevan a cabo a un pH de entre 8 y 10. Por esta razon,
se decidié generar grupos carboxilo en la superficie de los mesoporosos, introducir un
espaciador con grupos amino en el extremo (ler paso), y posteriormente unir
covalentemente a la enzima a través de los carboxilos superficiales, usando la quimica
de la carbodiimida (2do paso). El proceso de inmovilizacibn se encuentra
esquematizado en la figura 6 y engloba la posterior derivatizacion del soporte para

modificar el microambiente de la enzima y hacerlo mas hidrofébico (3er paso).
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Figura 6. Proceso de inmovilizacion de CPO y derivatizacion del soporte.

Para el primer paso de funcionalizacién de los mesoporosos de carbono se llevo
a cabo la oxidacion de la superficie para dar lugar a la formacién de grupos carboxilo y
aldehido y asi alterar la naturaleza hidrofébica del soporte (Vinu et.al., 2007). La
presencia de grupos carboxilos después de la oxidacion del soporte se evalud
espectrofotométricamente con azul de metileno para dos tratamientos diferentes: a 24 y
48 horas (Tabla 8). A pH neutro, los grupos carboxilo estan cargados negativamente y
puede formar interacciones electrostaticas con el azul de metileno cargado
positivamente. Al pasar a pH acido (pH 3.0) se libera el azul de metileno, siendo
proporcional a la cantidad de carboxilos existentes (Peng et.al., 2009). Los resultados

se encuentran resumidos en la Tabla 8.
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Tabla 8. Tratamiento de oxidacién de mesoporosos de carbono

Tiempo de oxidacion (h) | Cantidad de COO™ (nmol/g)
24 163.1 + 15
48 472.8 +43.5

Como se esperaba, al aumentar el tiempo de oxidacién se incrementa el
contenido de grupos carboxilo (~3 veces mas), ya que se sabe que el tratamiento
durante un tiempo mas prolongado promueve la conversion de los atomos de carbono
superficiales a grupos ceto y después a carboxilo. Sin embargo, se ha reportado que el
orden estructural de los mesoporosos de carbono se mantiene en un tratamiento de 24
h pero no de 48 h, ya que la funcionalizacion ocurre primeramente en la capa externa
de las paredes del poro y se extiende lentamente hacia las capas internas hasta lograr
la destruccién de la estructura mesoporosa (Vinu et.al., 2007). Asi que para comprobar
lo anterior, se procedié a la union de la enzima utilizando ambos soportes. Los
resultados indicaron que aunque la cantidad de carboxilos fuera mayor para los
mesoporosos oxidados en un tiempo de 48 h, no hubo inmovilizacion, comprobando de
esta manera que el tratamiento dafa la estructura del soporte. Por tal motivo, se decidié
llevar a cabo el tratamiento de 24 h para la oxidacion de los mesoporosos de carbono y

la posterior inmovilizacién de la enzima.

La carbodiimida lleva a cabo una activacion de los grupos carboxilo y forma un
intermediario O-acil isourea (Figura 7) para posteriormente reaccionar con un nucleofilo
(amina) y formar una amida. La hexandiamina se utiliz6 como nucledfilo para formar el
espaciador entre el soporte y la enzima. La union de dicho espaciador fue evaluada de
manera cualitativa a partir de la reaccion con fluorescamina, ya que la presencia de

aminas primarias da lugar a la formacion de un complejo fluorescente.
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Figura 7. Mecanismo de reaccion de la carbodiimida

Como se observa en la figura 8, la Unica reaccion que mostré fluorescencia es el
mesoporoso con el espaciador hexandiamina (Cuadro 3), lo que nos indica la presencia

de grupos amino disponibles.

4+ R—NH, —» Fluoroforo

SIN
FLUORESCAMINA

CON
FLUORESCAMINA

Mesoporoso Mesoporoso Mesoporoso
sin tratamiento activado con hexandiamina

Figura 8. Reaccidén con fluorescamina para la determinacion de grupos amino disponibles.

Habiendo comprobado la presencia de grupos amino, se llevé a cabo el proceso
de inmovilizacion en presencia de una cantidad de enzima tal que permitiera obtener
una carga enzimatica maxima de 5% (5 g de enzima/100 g soporte), el cual es un valor

alto de acuerdo a la literatura. Bajo estas condiciones, la eficiencia de inmovilizacion fue
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Unicamente del 22%. La cantidad de enzima inmovilizada fue aproximadamente 271
nmoles de enzima/g soporte. En general, la cantidad es mayor a las reportadas para la
CPO (Tabla 4), exceptuando los reportes de Bakker (2000) y van de Velde (2001b) en
los que utilizando como soporte espuma de poliuretano, se obtuvieron cargas de hasta

571 y 390 nmoles de enzima/g soporte respectivamente.

Después de la inmovilizacion, se llevé a cabo la derivatizacion del soporte con
acido benzoico usando de nuevo la quimica de la carbodiimida, con la finalidad de
incrementar la hidrofobicidad en el microambiente de la enzima y favorecer la particion

del sustrato hacia la enzima, mejorando asi la catalisis en presencia de solventes.

Para comprobar la uniéon covalente de &acido benzoico al soporte, se siguieron
dos estrategias: 1) reducir la cantidad de enzima inmovilizada para asegurar la
disponibilidad de grupos amino en la reaccién con acido benzoico; y 2) medir la
cantidad de &cido benzoico no unida; ademas, como se explicara mas adelante, se
explor6 la posibilidad de que el acido benzoico se uniera por interacciones

electrostéticas y/o hidrofébicas al soporte.

Primero, se redujo la carga enzimatica a la mitad (140 nmoles de enzima por
gramo de soporte) para asegurar la presencia de grupos funcionales capaces de unir a
las moléculas hidrofobas. Posteriormente, se determind la union de acido benzoico de
forma indirecta al medir la cantidad remanente en el medio de reaccion. Los resultados
de la tabla 9 indicaron la unién de acido benzoico en el soporte, pero la cantidad fue
elevada en comparacion con el maximo teorico (Tabla 8) que se esperaria de acuerdo

con los grupos carboxilo obtenidos después de activar el mesoporoso.

Tabla 9. Cantidad de acido benzoico unido

umoles acido benzoico / g soporte
1030.3 + 44.8
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Sospechando que quizas la union de acido benzoico se habia dado de manera
inespecifica a través de interacciones hidrofébicas o electrostaticas, se realizaron

algunas pruebas con el soporte derivatizado.

Para determinar si la unién en exceso de acido benzoico se debia a
interacciones electrostaticas entre el benzoato y los grupos amino del soporte, se lavo
el soporte derivatizado con soluciones amortiguadoras a diferentes pH: 3, 5, 6 y se
cuantificO espectrofotométricamente la cantidad de acido benzoico presente en los
lavados. Por otro lado, para determinar si la unién se habia dado mediante
interacciones hidrofobicas, se lavé el soporte con cloroformo y se analiz6 mediante
HPLC si existia acido benzoico en el lavado. Los resultados de la tabla 10 muestran que
la cantidad de acido benzoico unida por interacciones electrostaticas e hidrofébicas es

minima.

Tabla 10. Cantidad de 4cido benzoico unido por interacciones inespecificas

Interacciones nmoles acido benzoico / g soporte
Electrostaticas 188.7 £ 16.1
Hidrof6bicas 889.9 + 165.6

En este punto, fue esencial asegurar que el acido benzoico no se unia al soporte
mesoporosos dejando expuesto el grupo carboxilo, ya que esto tendria el efecto
opuesto a lo esperado en el diseiio del catalizador, es decir, la presencia de grupos
cargados reduciria la hidrofobicidad del microambiente de la enzima y no favoreceria la
particion del sustrato. Por este motivo, se evalu6é con azul de metileno la presencia de
grupos carboxilo libres después del proceso de derivatizacién con acido benzoico. Los
resultados no indicaron la presencia de azul de metileno por lo que se concluye que no
habia grupos carboxilo expuestos al solvente. Siendo el material una estructura porosa,
existe la posibilidad de que las moléculas de acido benzoico en exceso se adentren en

los poros. Esto podria ser la causa de la elevada cantidad de acido unida al soporte.

Una vez contando con el biocatalizador (enzima inmovilizada en soporte

derivatizado), se evalu6 la actividad peroxigenasa con el sustrato tioanisol en
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condiciones estandar. Como se muestra en la tabla 11, la actividad de la enzima
después de la inmovilizacion y derivatizacion cae 15 y 20 veces con respecto a la

soluble.

Tabla 11. Efecto de lainmovilizacién y posterior derivatizacién del soporte sobre la actividad de
CPO (140.6 nmol CPOQO/g soporte)

_ Actividad teodrica Actividad determinada
Catalizador esperada (U/g soporte) (Ulg soporte)
CPO-mesoporoso 87.6x+22 57+1.4
CPO-mesoporoso-acido benzoico 87.6+22 3.6 +0.6

Una posible explicaciéon de la baja actividad es la mala orientacién de la enzima.
Puesto que los grupos carboxilo se encuentran distribuidos en toda la superficie de la
CPO (Figura 9), esto puede ocasionar que la inmovilizacion se produzca en una
orientacién desfavorable para el acceso del sustrato al sitio activo de la enzima;
ademas, pueden producirse uniones covalentes entre varios grupos carboxilo y el
soporte, lo que se conoce en inglés como “multipoint attachment”, lo que daria lugar a la
deformacion de la estructura de la enzima y por consiguiente una disminucion en la
actividad. Como se discutio antes (Tabla 4), existen antecedentes sobre la problematica
de inmovilizar a la CPO, ya que al utilizar los grupos carboxilo, amino o inclusive los
residuos glicosidicos en la superficie, se observa una disminucion drastica o la pérdida

total de la actividad.

Figura 9. Presencia de grupos carboxilicos en la superficie de la CPO
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Es un fendbmeno conocido que la disminucion de actividad en las enzimas
inmovilizadas se ve compensada con un aumento en la estabilidad a solventes
organicos, temperatura, agentes oxidantes y/o desnaturalizantes en comparacion con la
enzima en su forma soluble (Tabla 4). En este sentido, se evalud la estabilidad del
biocatalizador ante la exposicion a diferentes temperaturas y concentraciones de
solvente organico. La termoestabilidad de la enzima libre y la inmovilizada fue
determinada a partir de la incubacion a 40, 50 y 60 °C para diferentes periodos (15-120

min). Los resultados se muestran en la figura 10 y se reportan en la tabla 12.

. = Soluble
-14 o Inmovilizada
_ a ki (min™)
£ 2 . 40°C 50°C 60°C
= 4] ' CPO-soluble 0.018 0.076 0.473
CPO-inmovilizada | 0.012 0.091 0.173
-4 4 L]

'5 T T T
0.0029 0.0030 0.0031 0.0032 0.0033
uT

Figura 10. Estabilidad térmica y constantes de inactivacion (k;) del biocatalizador y de la enzima
soluble a 40, 50y 60 °C.

Al parecer la inmovilizacion ofrece un efecto de proteccion modesto que se
refleja en los valores de energia de inactivacion (E;) de la tabla 12, ya que el valor para
la enzima inmovilizada es ligeramente menor. Sin embargo, es importante resaltar que
si bien la estabilidad es similar a temperaturas de 40 °C y 50 °C para la enzima soluble
y la inmovilizada, se observa una estabilizacién de la enzima inmovilizada a 60 °C que
equivale a un incremento en el tiempo de vida media de 4 minutos. Aunque la
estabilizacion es modesta, se ha reportado en otros trabajos que la CPO inmovilizada
en mesoporosos de silica derivatizados, silica gel, SBA15 y las membranas de
quitosano, es mas estable que la enzima soluble, atribuido a que la unién covalente
protege de distorsiones conformacionales causadas por el calor (Borole et.al., 2004;
Montiel et.al., 2007; Zhang et.al., 2009).
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Tabla 12. Energia de inactivacién para la enzima soluble e inmovilizada

Catalizador E; (cal/mol min)
CPO-soluble 33937.9
CPO-inmovilizada 27519.9

Es importante hacer notar que la mayoria de las inmovilizaciones de la CPO por
adsorcion han reportado una mayor estabilidad a temperatura (Tabla 4), pero también
depende de las condiciones bajo las que se lleve a cabo el procedimiento y el tamafio
de poro que se maneje. Regularmente, si la enzima se inmoviliza dentro del poro, se
piensa que esto le otorga una cierta proteccion en condiciones desnaturalizantes y por
lo tanto, aumenta la estabilidad. En este caso, debido al tamafio de poro del material
mesoporoso, es probable que la CPO se encuentra inmovilizada Unicamente sobre la
superficie del soporte, de tal manera que es sensible a condiciones o0 agentes

denaturalizantes.

Para evaluar la estabilidad en presencia de solvente, se eligieron las
concentraciones de 20% y 40% tert-butanol. Este solvente se ha reportado en varias
reacciones de oxidacion de la CPO y se ha observado que la enzima es estable en
presencia de este solvente bajo condiciones operacionales, obteniéndose mayores
tasas de recambio (van Deurzen et.al., 1997; van de Velde et.al., 2001c). Los datos de
actividad especifica residual a diferentes tiempos de incubacion se muestran en la
figura 11. Para ambos casos, la estabilidad del biocatalizador fue similar o incluso
menor que la estabilidad de la enzima soluble, viéndose reflejado mayormente a una
concentracion de 20% de solvente. Como se menciong anteriormente, el tamafio de la
CPO (53A x 46A x 60A) es mayor que el tamafio de poro (32.4 A en su mayoria), por lo
que la enzima se une superficialmente y se encuentra expuesta al solvente

ocasionando su desnaturalizacion, igual que la enzima en su forma soluble.
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Tabla 13. Constantes de inactivacién para la CPO soluble e inmovilizada a diferentes

concentraciones de tert-butanol

ki
20% 40%
CPO-soluble 0.012 0.108
CPO-inmovilizada 0.076 0.100
Enzima soluble Enzimainmovilizada
1850 ;Icr 75 S
© Ty @ 20% © o 20%
e E 1480 g3 5 = 40% = E " 40%
[8} (8]
a w S W 50 %
$ 5 11107 (e .
- £ - £
ST 740 3T 1
22 S5 25 % i
< £ a0l £ g i
ll.. . ¥
0 T . .\ T T T 1 0 T T T T T
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Figura 11. Estabilidad del biocatalizador y la enzima soluble en presencia de t-butanol a 20 y 40%.

7.2. Ingenieria de solventes basada en el coeficiente de actividad termodinamica.

Una vez que se cuenta con el biocatalizador modificado (enzima inmovilizada y soporte
derivatizado) se selecciond el solvente mas adecuado para la reaccion con base en el
coeficiente de actividad termodinamica del sustrato. Ademas, se evalué un modelo que
nos permite ver cual es el efecto de la interaccion solvente-sustrato sobre la actividad

enzimatica, haciendo uso de los coeficientes de actividad termodinamica (ys).

La actividad termodinamica de un compuesto nos informa sobre la disponibilidad
de las moléculas en determinado solvente y es funcion del coeficiente de actividad
termodinamica y de la fracciébn mol del compuesto. Un valor de ys elevado corresponde
a un sistema en el que las interacciones soluto-solvente son pobres y la disponibilidad
(actividad termodinamica) del soluto es alta. El problema al que nos enfrentamos es que
al utilizar sustratos hidrofébicos y solventes organicos, estos ultimos tienden a

estabilizar termodinamicamente al sustrato disminuyendo la disponibilidad hacia la
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enzima, es por eso que el ys resulta ser una herramienta ideal para la seleccion del
solvente mas adecuado para la catalisis enzimatica, al emplear sustratos hidrofobos

como tioanisol y 9-metilantraceno.

Se eligieron cinco solventes de diferente polaridad e identidad quimica:
dimetilsulféxido (DMSO, log P -1.34), acetonitrilo (ACN, log P -0.33), tetrahidrofurano
(THF, log P 0.49), tert-butanol (t-BUT, log P 0.4) e iso-propanol (i-PROP, log P 0.38),
con la finalidad de definir el mas adecuado para la catélisis de la peroxidasa versatil y la
cloroperoxidasa. Se obtuvo el coeficiente de actividad termodinamica del sustrato (ys)
de dos maneras: 1) yexperimental: €Stimado a partir de datos experimentales de solubilidad,

mediante la relacion ys =1/SV, (Schmitke et.al., 1996), donde S es la solubilidad del

sustrato y Vn, el volumen molar de la mezcla solvente-agua, Y 2) viesrico: Obtenido de
manera tedrica con el programa COSMOtherm; ambos bajo diferentes concentraciones
de solvente. COSMOtherm es un programa que combina la termodinamica, estadistica
y quimica cuantica para determinar propiedades termodindmicas de compuestos puros
y mezclas a partir de sus interacciones, empleando los CSMs (modelos dieléctricos de
solvataciéon continua). Estos muestran el comportamiento de los solventes a partir de
interacciones de contacto local con las superficies moleculares del soluto y calculan
energias de interacciéon a partir de datos de densidad de carga (o) que forman el
contacto molecular soluto-solvente. Los resultados para el 9-metilantraceno (9-MA) vy el

tioanisol se encuentran resumidos en la tabla 14ay 14b.

Tabla 14a. Coeficiente de actividad termodinamica del sustrato 9-MA.

%Solvente IN ¥ expPERIMENTAL In ¥ teorIcO
ACN DMSO t-BUt ACN DMSO t-BUT
0 17.22 17.22 17.22 1452 1452 14.52
20 13.26+0.21 13.13+0.59 13.97+0.13 | 11.19 10.60 10.89
50 8.16+0.02 9.86+0.18 7.91+0.03 6.98 5.84 7.11
70 5.28+0.76 2.78+0.24 6.91+0.43 4.54 3.19 4.86
100 3.85+0.21 1.08+0.19 5.38+0.06 1.53 -0.11 1.80
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Tabla 14b. Coeficiente de actividad termodinamica del sustrato tioanisol.

%Solvente IN Y ExPERIMENTAL In v TEORICO
ACN DMSO t-BUt ACN DMSO t-BUT i-PROP  THF
0 13.23 13.23 13.23 9.95 9.95 9.95 9.95 9.95
20 9.03+0.05 10.64+0.13 9.67+0.03 7.73 7.57 7.58 7.69 7.41
40 2.90+0.03 4.92+0.01 3.93+0.14 5.63 5.52 5.76 5.87 5.38
60 2.27+0.03 4.48+0.07 1.88+0.47 3.86 3.46 4.28 4.36 3.59
100 1.25+0.02 3.51+0.04 -0.30+0.35 | 0.86 0.22 1.56 1.72 0.08

Los valores tedricos de ys del 9MA muestran que el sistema agua-tert butanol
puede ser el mejor medio de reaccion para llevar a cabo la catalisis, pues el sustrato 9-
MA se encontraria mas disponible para la enzima. Mientras que, en el caso del
tioanisol, las mezclas agua-alcohol son los mejores sistemas como medios de reaccion.
A pesar de que los solventes elegidos son polares, los alcoholes son capaces de formar
mayores interacciones con el agua por su grupo OH" (naturaleza donadora y aceptora
de protones), en comparacion con dimetilsulfoxido, acetonitrilo y tetrahidrofurano; de tal
manera que las interacciones solvente-sustrato se ven disminuidas por las interacciones
creadas entre el solvente y el agua.

Las diferencias obtenidas en el célculo de ys experimental y tedrico pueden
observarse en la figura 12, ya que se muestra la correlacion entre los datos

experimentales y los obtenidos con el programa COSMOtherm para el caso del tioanisol
(Figura 12).

15

10+

Y Experimental

0 T T = T T T T
-25 00 25 650 75 100 125 15.0

Y Teérico

Figura 12. Correlacion entre los valores obtenidos de ys experimental y ys tedéricos a partir del

programa COSMOtherm para el sustrato tioanisol.
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Estos resultados se podian deber a errores en la medicion de solubilidad del
sustrato (S) y a la estimacion del volumen molar de las mezclas, Vn,, (Kim & Marsh,
1988; Tamura et.al., 1997), lo que pudo provocar una estimacion experimental erronea

del coeficiente, ya que V, =(in -PMi)/,oT se emple6 en y, =1/SV, . Asi que los vs

obtenidos a partir de COSMOtherm se utilizaron para las siguientes evaluaciones, ya
que dicho programa presenta una buena correlacion con datos experimentales como se

muestra con un ejemplo al evaluar la solubilidad de ciertos pesticidas (Figura 13).

Water Solubility log{xy.c)

cakulated with COSMOtherm
QikProp-Dataset of Jorgensan and Duffy

Expearimeznt

# Dafus <0
@ DGfus = 0
@ McFarland Test set

L T O
=
o
n
=
o
=

logs*; = (u*x-p's+ min(0,4Gy,))/1.365
AG s = 0,58 1 = D IB*N® e, +0.0029%vo lume

RE -12 -1 -0 -8 - -7 -6 - 4 -2 -2 -1 o 1
Galculated

Figura 13. Correlacion de la solubilidad de ciertos pesticidas calculados a partir del programa

COSMOtherm con la solubilidad calculada de manera experimental.

En algunos casos, la disminucion de la actividad enzimética al emplear solventes
organicos como medio de reaccion se debe mayormente al efecto del solvente sobre el
sustrato (Ryu et.al., 1992; Torres et.al., 1996; Schmitke et.al., 1996), provocando una
particion desfavorable hacia la enzima. Los valores de ys obtenidos con COSMOtherm
se emplearon para la validacion del modelo (Ecuacion 13) derivado del ciclo
termodinamico descrito en la seccion 2.2.1.1, a partir del calculo de la relacion ygl/ya,
siendo A y B dos solventes o mezclas de solventes diferentes. Dicha evaluacion se llevo
a cabo para definir si se puede predecir el comportamiento catalitico de las enzimas,
CPO y VP, en presencia de solvente organico, conociendo unicamente los coeficientes

de actividad termodinamica de los sustratos en los diferentes solventes.
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(k/K)_V]

(kcat/KM )A - Z

El significado de estos cocientes se relaciona con el paso del sustrato de un
solvente A (ya) a un solvente B (yg) y el efecto correspondiente sobre la actividad de las
enzimas. De esta manera, si el sustrato es termodinamicamente mas estable en el
solvente A, entonces ya < yg, Y de acuerdo con el modelo, se esperaria que (Kca/Km)a <
(kca/Km)s, debido a una particion del sustrato mas favorable en el solvente B. Asi se
tiene que un cociente yg/ya > 1 indicaria que la particion del sustrato hacia la enzima es

mejor en el solvente B.

Se llevé a cabo la evaluacion del modelo anterior para ambas enzimas, la VP y la
CPO, por considerarlas casos opuestos desde el punto de vista de la desolvatacion del
sustrato en la formacion del estado de transicion durante la catélisis enzimatica. Es
decir, por un lado, la VP oxida hidrocarburos policiclicos aromaticos en la superficie de
la proteina por un triptéfano activado (actividad lignino peroxidasa) (Camarero et.al.,
1999; Ayala et.al., 2001; Moreira et.al., 2005; Pérez-Boada et.al., 2005; Pogni et.al.,
2005; Ruiz Duefias et.al., 2008 y 2009), mientras que la CPO requiere que el sustrato
se introduzca parcialmente por una cavidad al sitio activo y se acerque lo suficiente al
hemo para trasferirle oxigeno (actividad peroxigenasa; Sundaramoorthy et. al., 1998)
(Figura 14).

PEROXIDASA VERSATIL

Figura 14. Presencia del sustrato en el mecanismo catalitico de la peroxidasa versatil (izquierda) y

la cloroperoxidasa (derecha)
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Para la peroxidasa versatil, la actividad de lignino peroxidasa en ausencia de Mn
(I) se determiné a través de la oxidacion del sustrato 9-metilantraceno. Las reacciones
de peroxidacion de sustratos poliaromaticos para la VP han sido reportados utilizando
20% ACN (Wang et.al., 2003). Se evalué el modelo con tres solventes diferentes:

dimetilsulféxido, tert-butanol y acetonitrilo.

Para definir si el modelo es un predictor del comportamiento de la enzima, la
evaluacion se enfocé en dos partes: 1) el calculo de k¢a/Kv y los coeficientes de
actividad termodinamica del sustrato para los diferentes solventes; y 2) la evaluacion de

una correlacion entre los términos que conforman dicho modelo.

En el caso de la VP se esperaba encontrar una correlacion pobre, ya que la
catalisis no involucra una desolvatacién importante del sustrato. Lo anterior era una
consideracion importante para la aplicacion del modelo, puesto que si no fuera el caso,
la aportacion del sustrato no seria la Gnica por el hecho de que la aproximacion AGg" =

AGgs" no es vélida (Ecuacion 12).

Tabla 15. ke,/Ky para VP con el sustrato 9MA en 20% solvente

Keat/Km (uMmin™)
ACN 9.12
DMSO 10.78
t-BUT 8.26

Se obtuvieron las relaciones yg/va Y (Kea/ Km)s/(Kea/ Km)a @ partir de los datos de la
tablas 14a y 15. Los resultados se encuentran resumidos en la tabla 16. Cada uno de
los datos reportados en la tabla involucran un cambio de solvente A a un solvente B,

definidos por el subindice en la parte inferior derecha.
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Tabla 16. Cocientes de (Kca/Kw)a/(Kea/Km)a Y Y8/YA parala VP

Ye/YA 20% ACNg | 20% DMSOg | 20% tBUTg

20% ACN4 1 0.56 0.74

20% DMSO, 1 1.33

20% tBUT, 1
(Keat/Km)e/(Keat/Km)a | 20% ACNg | 20% DMSOs | 20% tBUT,
20% ACN, 1 1.18 0.91
20% DMSO, 1 0.77
20% tBUT» 1

Como se menciond anteriormente, se espera que Si yg/lya > 1, la relacion
(Keat/ Km)s/(Keat/ Km)a también tendria que ser > 1, si el efecto de la particién del sustrato
hacia la enzima es el que domina el valor de la actividad enzimética. Por ejemplo, para
el caso de la peroxidasa versatil, el modelo predice que en el paso de 20% ACN (A) a
20% DMSO (B), esperariamos tener menos actividad (ys/ya = 0.56). Sin embargo, el
valor de (Kcat/Km)s/(Kcat/Km)a €S 1.18.

De los tres casos establecidos para la VP, s6lo uno de ellos predijo un cambio
acertado en la actividad de la enzima (20% ACN a 20% tBUT). En general, la
correlacion es pobre, ya que se esperaba que los datos se ajustaran a una regresion
lineal positiva (Figura 15). EI comportamiento de la enzima VP no pudo ser estudiado a
concentraciones mayores de solvente, debido a que la proteina precipitaba. Por tanto,
se tienen pocos puntos en la correlacion. Sin embargo, con los datos que se tienen se

observa que los valores de (Kcai/Km)s/(Kcat/ Km)a SON insensibles a cambios de yg/ya.
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Figura 15. Efecto del sustrato sobre la actividad de la VP en presencia de solvente.

En el caso de la cloroperoxidasa, se utiliz6 el sustrato aroméatico azufrado
tioanisol, ya que con dicho sustrato se muestra la actividad peroxigenasa mas elevada,
de acuerdo con estudios previos del grupo de trabajo. Para evaluar el modelo se
emplearon los cinco solventes acetonitrilo, dimetilsulfoxido, tert-butanol, iso-propanol y
tetrahidrofurano.

Tabla 17. k.o/Ky para la CPO con el sustrato tioanisol a diferentes concentraciones de solvente.

Kead/Kn (LM min™)

Solvente (%) ]
ACN DMSO t-BUT i-PROP THF

0 29.93 29.93 29.93 29.93 29.93
10 561 1582 20.04 20.11 3.40
20 2.46 7.22 6.43 8.43 1.00
40 ND 0.77 1.69 0.27 ND

ND: No determinado

Se obtuvieron los relaciones yg/va Y (Kea/ Km)s/(Kea/ Km)a @ partir de los datos de las
tablas 14b y 17. Los resultados se encuentran resumidos en la tabla 18. A diferencia del
9-metilantraceno, el tioanisol tiene que acercarse lo suficiente al hemo para llevar a
cabo su oxidacion, adentrandose en la cavidad del sitio catalitico, haciendo que la

aproximacion de AG"t y AG"gs tenga mayor validez.
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Tabla 18. Cocientes (Kca/Kw)a/(Kca/Km)a Y Y8/YA parala CPO

Ye/YA 05 10ACN;  10DMSOs  10tBUTs  10iPROP;  10THFy  20ACNs  20DMSOs  20tBUTs  20iPROPs  20THFy  40DMSOs  40tBUT; 40 iPROPg
0 1.00 0.341 0.310 0.311 0.313 0.266 0.109 0.093 0.093 0.105 0.079 0.012 0.015 0.017
10 ACN4 1.000 0.909 0.913 0.918 0.780 0.319 0.272 0.274 0.307 0.233 0.035 0.045 0.050
10 DMSO, 1.000 1.004 1.010 0.858 0.351 0.299 0.301 0.338 0.256 0.039 0.049 0.055
10 tBUT, 1.000 1.006 0.854 0.349 0.298 0.300 0.336 0.255 0.038 0.049 0.055
10 iPROP, 1.000 0.849 0.347 0.296 0.298 0.334 0.254 0.038 0.049 0.054
10 THF, 1.000 0.409 0.349 0.351 0.394 0.299 0.045 0.057 0.064
20 ACN,, 1.000 0.853 0.859 0.964 0.731 0.110 0.140 0.156
20 DMSO, 1.000 1.007 1.130 0.856 0.129 0.164 0.183
20 tBUT, 1.000 1.122 0.850 0.128 0.163 0.182
20 iPROP, 1.000 0.758 0.114 0.145 0.162
20 THF, 1.000 0.151 0.192 0.214
40 DMSO, 1.000 1.273 1421
40 tBUT, 1.000 1.116
40 iPROP, 1.000
(kcat/KM)B/(kcat/KM)A o 10ACNg  10DMSOg  10tBUTs  10iPROPy  10THFs 20ACNs 20DMSOs 20tBUTs 20iPROPg 20 THFy 40 DMSOg 40tBUTg 40 iPROPg
0a 1.00 0.187 0.529 0.670 0.672 0.114  0.082 0.241 0.215 0.282 0.034 0.026 0.056 0.009
10 ACN, 1.000 2.820 3.572 3.585 0.606  0.439 1.287 1.146 1503 0.179 0.139 0.301 0.048
10 DMSO, 1.000 1.267 1.271 0.215 0.155 0.456 0.406 0.533 0.063 0.049 0.107 0.017
10 tBUT, 1.000 1.003 0.170  0.123 0.360 0.321 0.421 0.050 0.039 0.084 0.013
10 iPROP, 1.000 0.169 0.122 0.359 0.320 0.419 0.050 0.039 0.084 0.013
10 THFA 1.000 0.724 2.124 1.891 2479 0295 0.229 0.497 0.079
20 ACN, 1.000 2.935 2.614 3.427 0.408 0.317 0.687 0.110
20 DMSO, 1.000 0.891 1168 0.139 0.108 0.234 0.037
20 tBUT, 1.000 1311 0.156 0.121 0.263 0.042
20 iPROP, 1.000 0.119 0.093 0.200 0.032
20 THF, 1.000 0.777 1.683 0.269
40 DMSO, 1.000 2167 0.346
40 tBUTA 1.000 0.160
40 iPROP, 1.000
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La tabla 18 contiene todos los cambios de un solvente A a un solvente B,
evaluando los cinco solventes a diferentes concentraciones. Un factor importante al
analizar estos valores es la estabilidad de la enzima en las mezclas. EI modelo
termodinamico que tratamos de aplicar en este trabajo se basa en la suposicion de que
las diferencias en la actividad enzimatica al comparar dos solventes se deben
Unicamente a diferencias en la disponibilidad del sustrato (actividad termodindmica). Por
lo tanto, se midieron las constantes de inactivacion en las diferentes mezclas de
solventes y se calculd la actividad residual a un minuto, que es el tiempo que dura el
ensayo de actividad para calcular kco/Ky. LOS resultados se muestran en la tabla 19. Se
observa que en las mezclas 20% acetonitrilo, 20% tetrahidrofurano, 40%
dimetilsulféxido y 40% iso-propanol, se tiene entre 48% y 63% de actividad residual. En
general, la cloroperoxidasa es mas estable en los alcoholes en comparacion con los
otros solventes, siendo el acetonitrilo y el tetrahidrofurano los que inactivan a la enzima
mas rapido a concentraciones por arriba del 20%. Por este motivo, se depuraron los
datos de la tabla 18, eliminando los casos que incluyeran estas mezclas (marcados en

morado). Esta depuracion redujo el numero de puntos un 50%.

De los 45 valores, 10 no predicen la tendencia esperada. Por ejemplo, el cambio
de 10% ACN a 10% tBUT con valores de vyg/ya=0.913 y (Kcat/ Km)s/(Kca/Km)a=3.572. Estos
casos, que representan el 22% del total restante, estan marcados en verde en la tabla
18. Por lo tanto, el modelo predijo de forma correcta la tendencia esperada en un 78%

de los casos.

Tabla 19. Constantes de inactivacion y actividad residual de la CPO en diferentes mezclas de

solvente-agua.

k inactivacion (min—l)

% Solvente ACN DMSO t-BUT i-PROP THF
10 0.025 0.002 0.007 0.003 0.108
20 0.466 0.022 0.012 0.006 0.742
40 N 0.652 0.176 0.470 A

Actividad residual a 1 min (%)

10 97.6 99.9 99.3 99.7 89.8
20 62.8 97.8 98.8 99.4 47.6
40 - 52.1 83.9 62.5 -

* Tiempo de incubacién: 1 h, » Enzima precipitada
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Los casos restantes, que representan el 40% de los datos iniciales, muestran
una correlacién (R?) del 0.558, lo que significa que el 56% del comportamiento catalitico
de la enzima se encuentra relacionado con el coeficiente de actividad termodinamica
del sustrato tioanisol; ademas, hay que tomar en cuenta que desde este punto la
cloroperoxidasa es afectada en su mayoria por la particion del sustrato. Si se hubieran
considerado todos los casos iniciales, la correlacién obtenida serfa de 0.276 (R?).
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Figura 16. Relacidn entre los cocientes de k.o/Ky y l0os cocientes de y para la reaccion de

oxidacioén de tioanisol en mezclas de solventes que promueven la estabilidad de CPO.

Es interesante notar que a concentraciones de 10% de solvente, cuatro de los
cinco solventes mantienen la actividad por arriba del 97%, excepto tetrahidrofurano
(Tabla 19). EI THF es un solvente que al entrar en contacto con el aire se descompone
generando peroxidos y por tanto debe destilarse antes de utilizarse (OSHA:
Occupational safety and health administration). En particular, la presencia de una
cantidad no controlada de peréxidos en el medio de reaccidén puede ser negativa para
las peroxidasas, ya que pueden participar en el proceso de autoinactivacion
(Valderrama et.al., 2002). Con esto en mente, durante los experimentos se tuvo el
cuidado de destilar el THF y utilizarlo inmediatamente en las reacciones. Sin embargo,
no deja de ser notorio que los puntos que involucran al THF salen completamente de la
correlacion. Si se eliminan estos casos, la correlacion aumenta hasta un 0.901 y en ese

caso, el modelo seria mas acertado para predecir el comportamiento catalitico
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conociendo Unicamente el coeficiente de actividad termodinamica del sustrato en cada

mezcla de solventes (Figura 17).
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Figura 17. Relacidn entre los cocientes de k.4/Ky y l0os cocientes de y para la reaccion de

oxidacion de tioanisol en mezclas de solventes que promueven la estabilidad de CPO, sin THF

En general, estos datos refuerzan el modelo termodindmico que predice cambios
en kea/Km basados en variaciones de la energética de desolvatacion del sustrato, pero
hay que tener en cuenta dos consideraciones importantes: 1) que exista desolvatacion
del sustrato hacia el sitio activo de la enzima, para mantener las simplificaciones del
modelo; y 2) la estabilidad de la enzima, con el fin de que el efecto preponderante sea

la particién del sustrato.

Una vez validada la utilidad del coeficiente de actividad del sustrato, se
selecciono el tert-butanol por mostrar los ys mas altos para el tioanisol y ser el solvente
donde la CPO, en forma soluble fue mas estable a altas concentraciones. Utilizando el
biocatalizador obtenido anteriormente (CPO inmovilizada en los mesoporosos de
carbono), se evalu6 el efecto de la derivatizacion del soporte sobre la particion del
sustrato, con la finalidad de poder determinar si la combinacién de ingenieria de
solventes e ingenieria del catalizador mejorarian la actividad de la peroxidasa en

presencia de un solvente organico.
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Se evalud la actividad peroxigenasa de la CPO con el sustrato tioanisol en
presencia de tert-butanol a diferentes concentraciones de solvente: 0, 20 y 40%. Para
analizar el efecto de la inmovilizacion y la derivatizacion, se midieron datos de actividad
gue se encuentran resumidos en la tabla 20; se incluyen los datos de la enzima en su
forma soluble. De los resultados se observaron varios aspectos; por un lado, el aumento
en la cantidad de solvente disminuy6 la actividad enzimatica tanto para la enzima
soluble como para el biocatalizador obtenido. Este es un comportamiento ya visto en
varias ocasiones para diferentes peroxidasas, por ejemplo, en el caso de la
cloroperoxidasa en la oxidacién de indol pasa de una key de 740 a 250 s™ de agua a
50% tert-butanol (van Deurzen et.al., 1997); en el caso de la peroxidasa versatil durante
la oxidacion de manganeso la Vmax se reduce hasta alrededor del 25% a una
concentracion de 50% DMSO o etanol (Rodakiewicz et.al., 2006); para la manganeso
peroxidasa en la oxidacion de 2,6-dimetoxifenol, la actividad se reduce hasta un 20% a

una concentracion de 60% metanol (Eibes et.al., 2005), entre otros casos.

Tabla 20. Efecto de lainmovilizacién y posterior derivatizacién del soporte sobre la actividad de
CPO (140.6 nmol CPO/g soporte)

Catalizador Actividad relativa
tBUT 0% | tBUT 20% | tBUT 40%
CPO soluble 100 29.8 3.5
CPO-mesoporoso 100 19.3 2.3
CPO-mesoporoso-acido benzoico 100 15.8 4.4

Por otro lado, como se discutié anteriormente, el proceso de inmovilizaciéon de la
enzima y derivatizacion del soporte resultaron en una disminucion de casi 20 veces la
actividad en comparacion con la enzima soluble. Estos resultados son similares al
proceso de inmovilizacion covalente de la CPO en otros mesoporosos como son SBA-
15 funcionalizado (Jung et.al. 2010) y SBA-16 (Aburto et.al. 2005) (Tabla 4). En otros
soportes disminuye en menor grado la actividad al inmovilizar a la enzima; por ejemplo,
en el soporte silica gel silanizado se retiene un 52% de actividad (Montiel et.al., 2007); y
en la espuma de poliuretano se retiene un 54% de la actividad (Bakker et.al., 2000). Sin
embargo, estos soportes tienen caracter hidrofilico y podrian desfavorecer ain mas la

particion del sustrato hacia el microambiente de la enzima.
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Finalmente, para evaluar el efecto de la derivatizacién sobre la particion del
sustrato, se graficaron los perfiles de actividad contra la concentracion de tert-butanol
de las diferentes preparaciones. En caso de que la derivatizacion del biocatalizador
influyera de forma positiva en la particién del sustrato, entonces se esperaria un cambio
en el perfil de actividad, con una pendiente menor al perfil de la enzima soluble o del
biocatalizador sin derivatizar. En este caso, se pudo observar el mismo perfil de
actividad al aumentar la concentracion de solvente tanto para la enzima en su forma
soluble como para los biocatalizadores obtenidos (Figura 18). El ajuste de los datos a
un modelo de decaimiento de primer orden confirmé que la derivatizacion del soporte no
tiene un efecto importante en la actividad de la enzima, lo cual sugiere que la particion

no se ve favorecida por esta estrategia.
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; 254 '
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Figura 18. Efecto de lainmovilizacion de la CPO y la posterior derivatizacion del soporte sobre la

particion del sustrato
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8. CONCLUSIONES

En resumen, se logré la inmovilizacion de la CPO en mesoporosos de carbono. Sin
embargo, el proceso de inmovilizacion y derivatizacion provoco una disminucion en la

actividad alrededor de 15-20 veces en comparacion con la enzima en su forma soluble.

La estabilidad del biocatalizador obtenido es similar al de la enzima en su forma soluble
atribuido a que la union sobre los mesoporosos de carbono es superficial por el menor
tamafo de poro, lo que provoca que la enzima se encuentre expuesta de la misma

manera a temperatura y a los solventes organicos.

Tert-butanol es el mejor solvente para llevar a cabo la catalisis enzimatica tanto de la
VP como de la CPO.

La catdlisis enzimética en presencia de solventes organicos puede estar limitada por la

particion del sustrato hacia la enzima.

Se encontré que el modelo predice de cierta forma (R? 0.5583) el comportamiento de la
cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago durante la catalisis de la oxidacion de un

compuesto modelo, el tioanisol.

Entre las ventajas del uso del modelo como una herramienta predictiva, se encuentra el
hecho de que se pueden utilizar los coeficientes de actividad termodindmica del sustrato
en diferentes mezclas de agua-solvente, calculados de forma tedrica, para examinar de

forma rapida una gran cantidad de mezclas.
Se modificd el microambiente de la enzima, haciéndolo mas hidrofobo mediante la

derivatizacién del biocatalizador con grupos aromaticos, pero no pudo observarse

ningun efecto adicional en términos de la particion del sustrato.
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9. PERSPECTIVAS

Dada la problematica de inmovilizar de forma covalente a la CPO, es necesario evaluar
de forma sistematica diferentes estrategias que contiendan con las limitantes de
estabilidad de la enzima y reactividad de los grupos en su superficie. Una alternativa
interesante se presenta con la ingenieria de proteinas para poder manipular la
presencia de ciertos grupos que permitan la orientacién correcta de la CPO durante la

inmovilizacion.

Por otro lado, también esta la busqueda y el empleo de otros soportes, tanto organicos
como inorganicos, que puedan mejorar la cantidad de enzima inmovilizada pero

ademas mantengan la actividad catalitica.

Si se lograra la expresidbn de la enzima podria manipularse genéticamente para

aumentar la eficiencia catalitica en presencia de solventes organicos.

Con respecto a las ventajas que presenta el uso del coeficiente de actividad
termodinamica como una herramienta predictiva, estd su aplicacion para la basqueda
del mejor medio de reaccion de manera rapida a partir de una gran cantidad de mezclas
con solventes tanto hidrofilicos como hidrofébicos para una gran cantidad de enzimas,
siempre y cuando cumplan con las consideraciones que se establecen para poder

aplicar los vs.
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Introducciéon. La peroxidasa versati (VP) de
Bjerkandera adusta presenta actividad de lignino y
manganeso peroxidasa y es capaz de oxidar compuestos
aromaticos en presencia de solventes orgéanicos (1). La
particion desfavorable del sustrato hacia la enzima es
uno de los problemas relacionados con la catalisis en
solventes organicos (2). La ingenieria de solventes
permite seleccionar el solvente apropiado mediante una
serie de criterios que toman en cuenta las propiedades
tanto del solvente como del sustrato (3). En este trabajo
se emplea el coeficiente de actividad termodindmica (3)
con el fin de seleccionar el solvente mas adecuado para
la oxidaciébn de compuestos organicos empleando a la
VP.

Metodologia. Se estimaron los coeficientes de actividad
termodindmica (ys) mediante la relacién ys=1/SV,, (1),
empleando un sustrato modelo: 9-metilantraceno (9MA)
en solventes miscibles en agua: dimetilsulféxido (DMSOQ),
acetonitrilo (ACN) vy tert-butanol (t-BUT), calculando la
solubilidad del sustrato (S) en mezclas de solvente-agua.
Se evalu6 la estabilidad y actividad especifica de la
enzima en presencia de cada solvente orgénico. Todos
los experimentos se hicieron al menos por triplicado.

Resultados y discusidn. La relacién entre la eficiencia
catalitica de la enzima y el coeficiente de actividad
termodindmica del sustrato (ys) en dos solventes (A y B)
diferentes es (3):
(4,
KM A _ J/i

(kcat ) Vs
K Jg

Dicha ecuacion indica que es posible predecir en qué
solvente se favoreceria la actividad de la enzima,
conociendo vys. El cuadro 1 contienen los coeficientes de
actividad termodindmica (ys) calculados a partir de la
solubilidad de 9-MA en los solventes DMSO, ACN vy t-
BUT a concentraciones diferentes, desde 0 a 100%.

Cuadro 1. Coeficiente de actividad termodinamica para 9MA

% Iny

Solvente ACN DMSO t-BUT
0 17.22 17.22 17.22
20 13.27 13.35 13.40
50 8.65 10.52 7.84
100 3.97 1.11 5.38

Los resultados indican que el DMSO es el solvente mas
adecuado, debido a que un valor mayor de ys indicaria
una particion mas favorable. Para determinar el efecto de
la concentracion del solvente sobre la estabilidad de la
VP, se midieron las constantes de inactivacion en
presencia de 50% v/v de cada solvente (Cuadro 2). De
este cuadro, se puede inferir que para DMSO, el valor de
actividad especifica depende Unicamente de la particion
del sustrato hacia la enzima y no del efecto del solvente,
como el caso del ACN y t-BUT. Tanto el ys como la
Kinactivacion demostraron que el DMSO es un buen solvente
para llevar a cabo la oxidacién de 9MA. Al medir la
actividad de la enzima en las diferentes mezclas, se
observa que en DMSO, la actividad es mayor que en t-
BUT (2.3 veces) y ACN (2.8 veces).

Cuadro 2. Constante de inactivacion y actividad especifica de

VP con 9-MA
*Actividad Koo Actividad
50% Solvente | residual (';f"ﬁ;'ﬁ;"’” especifica
(%) c/9MA (min™)
DMSO 96.6 -6.0E-5 71.3
t-BUT 86.6 -1.4E-3 30.7
ACN 15.1 -5.6E-2 25.1
* 1 hr de incubacién en la mezcla con 50% solvente

Conclusiones. La estimacion del ys es una herramienta
Gtil para la seleccion de un solvente adecuado para las
peroxidasas. Basadndonos en el vys, la estabilidad y la
actividad especifica, el solvente DMSO resulté ser el
conveniente para llevar a cabo la oxidacién de 9MA, con
una actividad mayor a la reportadaen 1y 2.
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