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Resumen 

Se realiz6 un estudio de ingenierfa de solventes con el 

citocromo c en tres sistemas de  reaccién: fluidos 

supercriticos, microemulsiones y sistemas monofdsicos 

bicomponentes. El citocromo c es estable por lo menos durante 

60 minutos en condiciones supereriticas (40°C;105 bares y 

65°C;205 bares), pero no fue catalfticamente activo en la 

oxidacién de pireno en CO, supercrftico en las mismas 

condiciones. En sistemas de microemulsiones, el citocromo c 

fue capaz de catalizar la oxidacién de cloruro de pinacianol 

con perdéxido de hidrégeno en bajos contenidos de agua (5% 

viv). En los sistemas monofdsicos bicomponentes la 

modificacién biocatalitica de sustratos hidrofdébicos (pireno, 

cloruro de pinacianol, difenilamina, azul de bromofenol y 

tiantreno) por citocromo c es dependiente de la particién del 

sustrato entre el sitio activo de la hemoproteina y el 

solvente orgdnico. Se usaron diferentes hemoproteinas como la 

cloroperoxidasa y la hemoglobina, asf como una modificacién 

quimica y dos modificaciones genéticas del citocromo c 

(citocromo c-PEG-MET, Phe82Gly y Lys79Ala, respectivamente), 

con el objetivo de mejorar la particién hacia el sitio 

activo. Al parecer, los cambios en hidrofobicidad de la 

cavidad cercana al sitio activo son insignificantes 

comparadas con los cambios en la hidrofobicidad del medio de 

reaccién. Se propuso un nuevo pardmetro de hidrofobicidad que 

predice la conducta catalitica del citocromo c y de la 

ligninasa con todos los sustratos y solventes utilizados. 

Este pardmetro basado en la actividad termodindmica y en la 

polaridad del solvente, medido por el coeficiente de Dimroth- 

Reichard, es adecuado en la prediccién de la conducta 

catalftica de otras hemoprotefnas con actividad peroxidasa 

como la cloroperoxidasa, lactoperoxidasa y peroxidasa de 

rdbano blanco. 
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1 Introduccién 

La enzimologia en medios no convencionales es un nuevo 

campo de la biotecnologia que ha abierto una gran variedad de 

posibilidades en la aplicacién de las enzimas. Dentro de 

estos intereses se encuentra la posibilidad de modificar 

enzimdticamente sustratos hidrofébicos e insolubles en 

medios acuosos. 

Los hidrocarburos poliaromaticos son compuestos 

hidrofébicos y tdéxicos debido a su potencial como agentes 

mutagénicos y carcinégenos. Estos compuestos se encuentran en 

el petréleo y ademd4s se generan por la combustién incompleta 

de combustibles fdésiles. Debido a su alta hidrofobicidad su 

biodegradacién es diffcil, siendo uno de los retos a superar 

el encontrar un medio de reaccién adecuade que disminuya los 

problemas de transferencia de masa. 

La biocatdlisis en solventes orgdnicos se presenta como 

una opcién para la modificacién de sustratos hidrofdébicos, 

ya que reduce las limitaciones de transferencia de masa. Sin 

embargo, la presencia de un solvente orgdnico en el medio de 

reaccién tiene repercusiones sobre la comportamiento de los 

biocatalizadores utilizados. 

Por lo anteriormente expuesto, se planted como una 

necesidad el realizar estudios de ingenierfa de solventes 

para este tipo de reacciones, con el propdédsito de determinar 

el efecto de las propiedades termodindmicas del solvente 

sobre la biocatdélisis. De esta manera se pretende encontrar 

un medio de reaccién adecuado que permita tanto la



modificacién de los hidrocarburos poliarom4ticos como 

permanencia activa del biocatalizador por largos periodos. 

la



2 Antecedentes 

2.1 Las enzimas como biocatalizadores industriales 

La biocatdlisis aplicada puede ser definida como la 

utilizacién de una molécula biolégica para lograr una conversién 

deseada de un sustrato a un producto hajo condiciones controladas 

en un biorreactor. La biocatdlisis aplicada tiene sus raices en la 

China antigua y en Japdén, en donde eran un arte mds que una 

tecnologia. Actualmente, las aplicaciones de las enzimas abarcan 

varios campos incluyendo la industria de detergentes, 

farmacéutica, analitica, textil, papel y pulpa, azucarera, café, 

alcohol, cervecera, ambiental, etc. en donde se les ha utilizado 

como biocatalizadores, como productos finales, como auxiliares de 

procesos, ademds de otros usos. En la tabla 1 se enlistan algunos 

ejemplos de enzimas utilizadas a nivel industrial. 

El desarrollo en ventas de enzimas a nivel mundial ha tenido 

un crecimiento exponencial desde 1966, con ventas de cerca de un 

millén de ddédlares, hasta aproximadamente un billén de ddélares 

americanos en 1990 (76). 

El aumento considerable en las aplicaciones de las enzimas 

como biocatalizadores se ha debido, principaimente, a las 

ventajas que presentan sobre los catalizadores quimicos 

convencionales, como son: alto poder catalitico, trabajan a 

condiciones suaves de presidn, temperatura y pH, y ofrecen alta 

especificidad para los sustratos utilizados (dependiendo del medio 

de reaccién). El principal requisito para que las enzimas se usen 

como biocatalizadores industriales es su estabilidad debido a su 

 



contribucién en los costos de produccién. También son factores a 

considerarse los criterios de seguridad y aspectos legales. 

Tabla I. Algunas enzimas actualmente utilizadas a nivel 

  

industrial 

Bazima Aplicaciones 

a,B, Amilasas cerveceria, licores, 
detergentes 

Celulasa farmacéutica, textil, detergentes 
Invertasa edulcorantes 
Papaina cerveceria, farmacéutica 
Renina queseria 
Pancreatina farmacéutica 
Proteasa detergentes 
Lipasas ldctea, panificacién 
Glucosa oxidasa alimentos, bebidas 

Xillanasas papelera 
Pectinagas cafetera 
Raffinosa azucarera 

Tomada de la referencia 76 

2.2 Oxidacién biocatalitica de pollarométicos por 

hemoproteinas 

Los hidrocarburos poliaromdticos (HPA’s) son constituyentes 

del petréleo crudo y de materiales derivados del carbén como la 

creosota o el alquitrdn de hulla. Su dispersién en la atmésfera, 

suelos, superficies de agua y sedimentos, se debe principalmente a 

los derrames y a la combustién incompleta de combustibles 

fésiles. Los HPA’s son compuestos contaminantes de importancia 

debido a sus potenciales efectos tdéxicos y  carcinogénicos 

(12,47,63,71). Numerosos son los estudios de los efectos de los 

HPA’s en los diferentes organismos. Por ejemplo, se ha reportado 

 



que el fenantreno, es tdéxico para diatomeas marinas (43), 

gastrépodos (63), crustdceos (71) y peces (12). 

Varios microorganismos han sido reportados como capaces de 

llevar a cabo la degradaciédn de estos compuestos (11, 14,31). 

Griffoll et al. (31) reportaron que la bacteria Pseudomonas 

cepacia fue capaz de degradar HPA’s en muestras de creosota 

conteniendo antraceno, naftaleno, fenantreno, dibenzotiofeno, 

acenafteno, pireno y carbazol, entre otros. Bogan et al. (14) 

reportaron la degradacién de algunos HPA’s por el  hongo 

Phanerocheate leavis ; los autores determinaron que la velocidad 

de degradacién era m4s alta que la reportada para el hongo P. 

chrysosporium utilizando los mismos sustratos. Bezalel et al. 

(11) reportaron que el hongo Plearotus ostreatus puede degradar 

varios HPA’s (como el fenantreno) produciendo varios metabolitos 

y CO,. Otros sistemas de microorganismos reportados para degradar 

HPA’s son Pseudomonas stutzeri (32) y Mycobacterium sp. (16). 

La principal dificultad en la degradacién de HPA’s es su 

biodisponibilidad. Se sabe que mientras mds alto sea el numero de 

anillos bencénicos en un compuesto, disminuye la capacidad de los 

microorganismos de llevar a cabo su degradacién. De esta manera, 

los HPA’s de md&s de cinco anillos son considerados como 

recalcitrantes al ataque microbiano. Debido a su alta 

hidrofobicidad, los HPA’s se encuentran en el ambiente adheridos a 

particulas y/o disueltos en bajas concentraciones por lo que su 

velocidad de degradacién depende a su vez de la velocidad a la 

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

6 

 



Una manera efectiva de resolver el problema de la 

biodisponibilidad es usando un surfactante para disminuir la 

tensién superficial (aumentando el drea de contacto) y facilitar 

con esto la solvatacién de compuestos hidrofébicos. La naturaleza 

del agente tensoactivo puede ser quimica o bioldgica, conocidos 

estos ultimos como biosurfactantes. Grimberg et al. (32) 

reportaron la degradacién de fenantreno por P. stutzeri logrando 

un aumento en la velocidad de disolucién asi como en la velocidad 

de degradacién, utilizando un surfactante no idénico. Por otro 

lado, Volkering et al. (84) reportaron que la presencia de 

surfactantes no idénicos aumenta la microdispersién y 

disponibilidad a la degradacién del fenantreno y del naftaleno por 

cepas bacterianas de Pseudomonas. Una fovma adicional de disminuir 

los problemas de transferencia de masa en la degradacién de HPA’s 

es utilizando solventes orgdnicos miscibles en agua (12). Sin 

embargo, estos sistemas son inadecuados para los microorganismos. 

El mayor campo de aplicacién de sistemas con solventes orgdnicos 

en la modificacién de los HPA’s radica en el uso de enzimas, 

principalmente peroxidasas y algunas hemoproteinas (7,61,75,81). 

Las peroxidasas son enzimas que comparten la caracter{stica 

de poseer a la protoporfirina IX como grupo prostético. La 

principal funcién de estas enzimas es la oxidacién de sustratos 

ligado a la conversién de H,O, en H,O. El intermediario enzimd4tico 

ge las peroxidasas, como la peroxidasa de rdbano blanco (HRP), 

lactoperoxidasa y cloroperoxidasa formado durante la reaccién con 

peréxido de hidrédgeno ha sido descrito como compuesto 1, que 

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

 



asociado a cada anillo pirrélico o a algtin residuo aminodcido de 

la periferia de la protefna. Para el caso de la HRP, en exceso de 

H,0, y en presencia de un sustrato reductor, Arnao et al. (5) 

reportaron que el compuesto I puede llevar a dos posibles 

caminos, dependiendo de la reduccién que tome este compuesto: si 

la reduccién es por un electrén se produce el compuesto II y 

si es por dos electrones se obtiene la enzima en estado basal 

(figura 1). 

En el figura 1 se muestra la ruta que sigue el compuesto II 

pasando al compuesto III (peroxiferroporfirina) al adicionarle H,0, 

y la posterior liberacién de 0, para dar nuevamente a la enzima 

en estado basal al reaccionar con el donador de electrones. 

Como se muestra también en el figura 1 el compuesto I juega 

un papel central. Como se mencionéd anteriormente, la reduccién 

por uno o dos electrones permite oxidar algin sustrato, y ademas 

el HO, (que actua como sustrato suicida de las peroxidasa) puede 

llevarlo hasta la inactivacién de la enzima. 

Al parecer, el camino propuesto en la figura 1 podria 

aplicarse a otras hemoenzimas como la manganeso peroxidasa, o la 

ligninasa que también son inactivadas por la presencia de  H,0, 

(3,81). Dos hemoprotef{nas con actividad peroxidasa, como la 

hemoglobina y el citocromo c, posiblemente sigan también el mismo 

mecanismo de reaccién que la HRP (61,75). 

El citocromo P,,, es una familia de hemoprotefnas presentes en 

todos los tipos de microorganismos. Sus funciones abarcan desde la 

sintesis de esteroides hasta la participacién en procesos de 

desintoxicacién. El citocromo P,,, ha sido reportado como capaz de
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modificar HPA’s (6,45). King et al. (45) fueron los primeros en 

reportar la capacidad del citocromo P,.. purificado para formar un 

complejo con el benzo[a]pireno para llevarlo a una posterior 

hidroxilacién. Ademds encontraron que era posible inducir una 

enzima mAs eficiente en su actividad benzoflaJpireno hidroxilasa de 

acuerdo con la presencia del sustrato poliaromAtico. En otras 

palabras, las constantes catalfticas (kK, y V,,,) podfan ser 

manejadas de acuerdo a la concentracién de benzofaJpireno en el 

medio de crecimiento. 

El citocromo P,,, requiere, en forma natural, de un cofactor 

(NADPH) para su actividad; este requerimiento puede ser 

reemplazado si se utiliza un hidroperéxido como agente oxidante. 

En la tabla I se muestran los resultados de los cambios en las 

constantes catalfticas al reemplazar al cofactor por hidroperdéxido 

de cumeno y peréxido de hidrégeno (45) 

Tabla I. Actividad benzo[a]pireno hidroxilasa del 
citocromo P,, de levadura en sistemas reconstituidos y 
artificiales 

  

Ky (MM) Vz (min) 

NADPH 33 0.0167 
Hidroperéxido de cumeno 125 0.0219 

H,0O, in situ 200 0.0337 

King et al. (45) 

Tanto el peréxido de hidrédgeno como el hidroperédxido de 

cumeno generaron velocidades de reaccién mds altas que el sistema 

soportado por el NADPH. Sin embargo, la afinidad por el sustrato



disminuye para ambos sistemas reflejada por un incremento en la 

constante de Michaelis-Menten. En los sistemas artificiales con 

hidroperdédxidos hay una generacién mayor de quinonas, fenoles y 

dioles (45). 

Masaphy et al. (55) determinaron las constantes cataliticas 

de la actividad benzolaJpireno hidroxilasa del citocromo P,,. en 

fracciones microsomales y citosdélicas, utilizando NADPH como 

cofactor. Los valores de las constantes de Michaelis-Menten (K,) 

fueron 200 uM y 667 UM para las fracciones microsomales y 

citosélicas, respectivamente. Estos valores fueron mucho mds 

grandes que los reportados por King et al. (45) para el citocromo 

P,,, purificado en el mismo sistema. Seguramente las limitaciones 

difusionales presentes en las fracciones microsomales y 

citosélicas disminuyen la afinidad por el sustrato. Sin embargo, 

la V,,, de los sistemas de Masaphy et al. (55) fueron 

considerablemente mayores (0.125 y 0.570 min” comparada con 0.0167 

del citocromo P,,, purificado) . 

El citocromo P,,, ha sido sometido a modificaciones genéticas 

con el propésito de disefiar un biocatalizador con menor 

especificidad en la hidroxilacién. Fowler et al. (27) reportaron 

que la sustitucién de un sélo aminodcido del sitio activo del 

citocromo P,, (Tyr96Ala) permite la oxidacién de un nuevo 

sustrato, difenil metano, produciendo un compuesto p-hidroxilado. 

Modi et al. (57) reportaron que el citocromo P,,, era susceptible 

de ser modificado quimicamente a través del reemplazo de su grupo 

hemo por otras ferroporfirinas. La reconstitucién del citocromo 

P,, con el grupo hemo esterificado generéd un biocatalizador mds 
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eficiente (60 veces mas eficiente medido por el cociente k.,./K,) 

comparado con el citocromo P,, con su dominio del hemo sin 

modificar. Asi mismo, esta modificacién presentéd una afinidad 4 

veces mayor al sustrato utilizado, reflejada en la disminucién de 

la constante de disociacién 

La lignino peroxidasa es otra hemoproteina presente 

principalmente en los hongos lignolfticos y juega un papel 

importante en la degradacidén de la lignina. En presencia de H,0, la 

lignino peroxidasa (ligninasa) es capaz de catalizar la oxidacién 

por un electrén de una variedad amplia de compuestos aromdticos 

para producir, como productos iniciales, radicales catidénicos que 

r4pidamente son oxidados. Por ejemplo, Sanglard et al. (69) 

reportaron que la ligninasa es capaz de oxidar benzo[a]pireno in 

vitro en presencia de H,O, para dar lugar a tres productos de 

oxidacién. La degradacién in vivo del benzolaJpireno lleva hasta 

la producciédn de CO, y otros metabolitos solubles en agua y en 

solvente orgdnico. Hammel et al. (35) reportaron la oxidacién de 

pireno por ligninasa en N,N-dimetilformamida produciendo 

principalmente 1,8 y 1,6 pirenodionas tanto in vivo como in vitro. 

También reportaron la capacidad de esta enzima para degradar 2- 

clorodibenzo{p]dioxinas y dibenzo[p)dioxinas. 

VAazquez-Duhalt et al. (81) reportaron la oxidacién in vitro 

de nueve compuestos poliaromdticos por ligninasa en sistemas que 

contenian solventes orgdnicos miscibles en agua, para disminuir 

los problemas de transferencia de masa. En la tabla II se muestran 

los resultados de la actividad especifica de la ligninasa junto 

con los potenciaies de ionizacién de los HPA’s. Como se muestra 

 



en la tabla II, la ligninasa fue capaz de oxidar aquellos 

compuestos que tienen un potencial de ionizacién (P.1) menor a 8 

ev produciendo los compuestos hidroxilados o ceténicos. 

Tabla Ti. actividad especifica ¥y potenciales de 
donizacién de los HPA’s en la oxidacién con lignino 
peroxidaga. 

  

Actividad Potencial de ionizacién (eV) 
especifica 

(seg*) Transferencia Impacto 
Sustrato de carga electrénico 

Pentaceno N.O.B. 6.55 8.69 
9-Metilantraceno 3.01 7.23 7.26 
Carbazol 1.69 7.20 7.92 
l-metilantraceno 1.62 N.D. 7.36 
Pireno 0.33 7.72 7.45 
Acenafteno 0.28 7.70 7.70 
2-metilantraceno 0.25 7.40 7.35 
Fluoranteno 0.15 7.76 8.15 
Dibenzotiofeno 0.06 7.93 8.14 
Criseno N.R. 8.01 8.12 
Fenantreno NLR. 8.03 8.18 
Trifenileno N.R. 8.19 8.106 
Naftaleno N.R. 8.25 8.19 
1-Metiinaftaleno N.R. 8.50 7.97 

Fluoreno N.R. 8.52 8.03 
1,3-Difenilpropano N.R. 8.60 8.53 
Dibenzofurano NLR. 7.77 8.42 
Bifenilo N.R. 8.80 8.46 
Difenilmetano N.R. 9.00 8.60 

vézquez-Duhalt et al. (81) 
N.O.E. No fue oxidacién enzimdtica 

no reaccioné N.R. 
N.D. no disponible 

Las constantes cinéticas para la oxidacién de pireno fueron 

afectadas por la concentracién de solvente orgd4nico en el medio, 

es decir, que el solvente orgdnico permite que la interaccién 
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sustrato-enzima se lleve a cabo pero tiene un efecto sobre el 

comportamiento de la enzima (81). 

De estos resultados, los autores decidieron modificar a la 

ligninasa con el objetivo de construir un biocatalizador mas 

activo y estable al solvente orgdnico. Para este propdésito 

hicieron reaccionar los grupos aminos libres de la enzima con 

polietilenglicol ° por alquilacién reductiva utilizando 

benzaldehido. El resultado fue una enzima con mayor hidrofobicidad 

superficial pero con una menor constante catalftica en la 

oxidacién de pireno en ambos casos y su estabilidad ante el 

solvente orgdnico no fue mejorada (81). 

Otra hemoproteina que participa en la degradacién de la 

lignina es la manganeso peroxidasa, la cual produce iones Mn” que 

son altamente reactivos. La habilidad del acetato mangdnico de 

producir oxidaciones por un electrén de benzol[alpireno y 

dibenzo[a]pireno y la habilidad de algunos sistemas Mn(III)-H,SO, 

para oxidar algunos HPA’s se ha tomado como base para sugerir que 

compuestos de esta naturaleza pueden ser sustratos también para la 

manganeso peroxidasa via la accién de Mn‘? (13,15). 

Bogan et al. (15) reportaron la oxidacién in vitro de 

fluoreno por un sistema de peroxidacién de lipidos dependientes 

de manganeso peroxidasa (MnP) de P. chrysosporium, dando lugar al 

mismo producto que se obtiene al utilizar el hongo completo en 

cultivo liquido. Bogan et al. {13} reportaron que en el sistema 

de peroxidacién de lipidos dependientes de MnP se podia llevar a 

cabo la oxidacién de diferentes HPA’s de la creosota. El 

porcentaje de degradaciédn presentdé una buena correlacién con el 
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potencial de ionizacién. En este sistema fue posible oxidar HPA‘’s 

con altos potenciales de ionizacién (como fenantreno, trifenileno, 

y criseno), los cuales no son sustratos para la lignino 

peroxidasa; estos resultados sugieren que el posible mecanismo in 

vivo para estos sustratos sea similar al de peroxidacién de 

lipides mediados por manganeso peroxidasa (13). 

El citocromo c es una hemoproteina con actividad peroxidasa 

capaz de catalizar la oxidacién de algunos sustratos téxicos como 

benceno, o-metoxifenol, compuestos heterociclicos azufrados y 

compuestos poliaromaticos, en presencia de un agente oxidante como 

HO, (4,28,75,80) . El citocromo ¢ presenta varias ventajas como 

biocatalizador: es activo en un amplio rango de pH (de 2 a 11}, 

tiene su grupo hemo covalentemente unido a la proteina (lo cual 

permite su permanencia en la proteina en presencia de solvente 

org&énico), es activo a altas concentraciones de solvente orgdnico 

y es relativamente barato (75). El citocromo c fue capaz de oxidar 

compuestos organoazufrados como tiantreno, dibenzotiofeno y 

sulfuro de difenilo, entre otros, en un sistema que contenifa 10% 

de dimetilformamida. Los productos formados fueron los respectivos 

sulféxidos, compuestos mds solubles y mds fAciles de degradar 

(82). Torres et al. (75) determinaron la actividad catalftica 

del citocromo c en la oxidacién de algunos hidrocarburos 

poliaromd4ticos. En la tabla III se reproducen los resultados 

reportados. El citocromo ¢ fue capaz de catalizar la oxidacién de 

cinco HPA‘s. La oxidacién de HPA’s por citocromo c no presenté 

una correlacién con el potencial de ionizacién, como en el caso 

de la ligninasa. Por ejemplo, el citocromo c oxidéd el 
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dibenzotiofeno (P.I. 7.93 ev) y no catalizé la oxidacién de 

acenafteno, ni de fluoranteno {P.I. de 7.7 y 7.76 

respectivamente). 

Tabla III. Actividad especifica del citocromo c de 

levadura en la oxidacién de sustratos aromaticos. 

Sustrato Actividad especifica (min™*) 

Dibenzotiofeno 3.18 (+ 0.11) 
Antraceno 2.08 (t 0.13) 

Pireno 1.28 (+ 0.32) 
Benzotiofeno 0.99 (+t 0.23) 
Carbazol 0.87 (£ 0.11) 
Fenantreno NLR. 

Criseno N.R. 
Fluoranteno N.R. 
Fluoreno N.R. 
Acenafteno N.R. 
Trifenileno N.R. 

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

Con el objetivo de disminuir la especificidad del citocromo 

c, para aumentar el numero de sustratos oxidados, asf como el de 

aumentar la actividad catalfitica, se le realizaron diferentes 

modificaciones quimicas y genéticas. Akasaka et al. (4) 

inmovilizaron al citocromo c en poli-g-metil-L-glutamato ddndole 

la capacidad de oxidar benceno en un sistema con bajo contenido de 

agua. La constante catalftica del citocromo c inmovilizado fue 

similar a la del citocromo P,, y, al parecer, el mecanismo de 

reaccién podria ser el mismo para ambas proteinas. Un ejemplo de 

la modificacién de la actividad catalitica del citocromo c fue 

reportada por Fujita et al. {28}; el citocromo c al ser unido a 

una bicapa de fosfolipidos aumentdé considerablemente su actividad 
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Para oxidar o-metoxifenol (10 veces m4s activo respecto al 

citocromo en forma libre) (28). 

A través de modificaciones genéticas el citocromo ¢ aumenté 

su eficiencia catalitica 10 veces, en un sistema con 10% de 

acetonitrilo, cuando el aminodcido Phe 82 fue sustituido por 

glicina (75). Al parecer, el aumento en la actividad catalftica se 

debe a un mayor acceso del sustrato al sitio activo del citocromo 

c (75). 

La hemoglobina es otra hemoprote{na que contiene cuatro 

grupos ferroporfirinas por molécula y es capaz de oxidar algunos 

sustratos poliaromdticos (61). En la tabla IV se muestran los 

resultados reportados por Ortiz-Leén et al. (61). La hemoglobina 

fue capaz de oxidar fluoreno (P.I. 8.52 eV), el cual no fue 

oxidado por ligninasa, ni por el citocromo c. La naturaleza de los 

productos indica que probablemente el mecanismo de reaccién sea 

el mismo para las tres proteinas (61,75,81). La comparacién de 

las constantes catalfticas en la oxidacién del pireno por 

ligninasa, citocromo c y hemoglobina colocan a la primera como el 

mejor biocatalizador de HPA’s (2.6 s', 0.13 s? y 0.15 sg", 

respectivamente) (61,81). 

Varias investigaciones se han realizado con ferroporfirinas 

que simulen el papel de las hemoproteinas . Estos sistemas son 

llamados biomiméticos y se han realizado con el propésito 

principal de esclarecer los mecanismos de reaccién de las 

peroxidasas (7,33,72).



Tabla Iv. Oxidacién biocatalitica de HPA‘s por 

hemoglobina y H,0, 

Suatrato Potencial de Reactivo 
jonizacién (ev) reaccionado (%) 

9-Hexilantraceno ND 100.0 
Antraceno 7.55 91.2 (4 4.4) 

Carbazol 7.20 83.9 (427.8) 
Pireno 7.72 73.9 (+ 0.9) 
Dibenzotiofeno 7.93 48.9 (430.7) 
Fluoreno 8.52 N.R. 
Acenafteno 7.70 N.R. 
Criseno 8.01 N.R. 
Dibenzofurano 8.77 N.R. 
Fluoranteno 7.76 N.R. 
Fenantreno 8.03 N.R. 

Ortiz-Leén et al (61) 
N.D. no disponible 
N.R. no reacciond 

Azenbacher et al. (7) reportaron que el sistema 

tetrafenilferroporfirina/iodosil-benceno oxidaba 9-alquil 

antracenos de una manera similar al sistema con citocromo 

P,,,/iodosilbenceno y al sistema HRP/H,0,, dando lugar a los mismos 

productos de reaccié6n. Habe et al. (33) encontraron que la hemina 

en presencia de peréxido de hidrégeno o hidroperéxido de terbutilo 

catalizaba el rompimiento del* enlace C,-C, del propano 1,3 diol 

de la misma manera que lo hacia la ligninasa, produciendo p- 

anisaldehido. Estas reacciones fueron realizadas en 

dimetilsulféxido o en 80% del mismo solvente en agua, y mostraban 

el mismo pH é6ptimo que para la ligninasa (pH 3). Shimada et al. 

(72) demostraron que el cloruro de tetrafenilferro(III)porfirina, 

en combinacién con el hidroperdéxido de terbutilo o iodosilbenceno, 
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rompia los enlaces C,-Cg en las cadenas laterales de compuestos 

modelos de lignina de la misma manera que lo hace la ligninasa. 

Torres et al. (75) reportaron que para que un grupo hemo 

pueda catalizar la oxidacién del pireno necesita estar rodeado de 

un ambiente protéico adecuado, ya que ni la hemina, ni la 

microperoxidasa, ni la peroxidasa de rdbano blanco fueron capaces 

de catalizar la oxidacién de pireno en presencia de H,0,. 

Uno de los aspectos m4s importante a considerar al utilizar 

las hemoproteinas como biocatalizadores es su estabilidad ante 

peréxido de hidrégeno (3,5). Se sabe que las hemoprotefnas o 

hemoenzimas se inactivan por la presencia de peréxido de hidrégeno 

(figura 1); es decir, el peréxido tiene un papel dual, es 

necesario para llevar a cabo la oxidacidédn del sustrato, y su 

interaccién con el grupo hemo puede llevar a la inactivacién 

completa . Hasta el momento, la estabilidad ante H,0, es el 

principal problema a_= resolver en la biocatélisis de 

poliaromd4ticos por hemoproteinas y aunque el problema ya se ha 

abordado haciendo uso de técnicas de modificacién quimica y 

genética (75,79), la estabilidad de las hemoprotefnas o 

hemoenzimas es aun muy baja. 

Por lo anteriormente expuesto, podemos decir que la 

modificacién biocatalitica de hidrocarburos polinuclearomdticos 

por hemoproteinas se presenta como una alternativa interesante 

para la disminucién de la toxicidad de estos compuestos. La 

naturaleza de los productos es de una mayor facilidad a la 

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

mutagénicos (24) (tabla V). 

Tabla V. Concentracién minima mutagénica de hidrocarburos 
poliarométicos y .sus respectivas quinonas. 

Compuesto cmc 
(ng/ml) 

Ciclopenta(cd)pireno 1.8 
Ciclopenta(cd)pireno-3-diona 2600 
Fenantreno N.M. 
Penantrenodiona N.M. 
Benzo [a]lantraceno 570 
Benzo [aJantracenodiona NM. 
Criseno 750 
Criseno quinona NLM. 
Benzo[alpireno 14 
1,6-Benzola]pirenodiona N.M. 
3,6-Benzola}pirenodiona N.M. 

4,5-Benzo[a]pirenodiona N.M. 

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

2.3 Bl citocromo c 

El citocromo c es una proteina mitocondrial cuya funcién es 

transferir electrones en ia cadena respiratoria del complejo 

citecromo c reductasa ali complejo citocromo c oxidasa. El 

citocromo c consta de alrededor de 105 aminodcidos , de los cuales 

el 39% se encuentra formando a-hélices, y tiene un peso molecular 

aproximado de 12500 Da. 

Los citocromo c contienen un grupo hemo como sitio activo 

(protoporfirina IX, figura 2) covalentemente unido a la proteina y 
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que estd rodeado de los aminoAcidos hidrofébicos. Un niimero 

considerable de secuencias primarias de citocromo c de muchas 

especies, asi como algunas estructuras tridimensionales son 

conocidas (17,52,56). También existen en la literatura estudios 

realizados para conocer la funcién de algunos de sus aminodcidos 

en la transferencia de electrones (20,50,51,64). El grupo hemo del 

citocromo c estd unido covalentemente a la protefna a través de 

enlaces tioeter a los grupos sufhidrilo de las cisteinas 14 y 17. 

Adem4s est4 unido por enlaces de coordinacién a la histidina 18 y 

metionina 80. Los citocromos c¢ son capaces de transferir 

electrones por un cambio reversible en el estado redox del fierro 

del grupo hemo entre las valencias Fe II y Fe III (62). 

El citocromo c ha sido utilizado como biocatalizador en la 

modificacién de sustratos hidrofébicos como son los compuestos 

organoazufrados, dando como productos al respectivo sulfdéxido 

(80); los hidrocarburos poliaromdticos (75) para producir cetonas 

o quinonas; benceno, dando lugar al fenol (4) y guaiacol, 

produciendo polifmeros del sustrato (28). El citocromo c presenta 

actividad de peroxidasa mostrando una buena actividad catalftica 

al compararla con otras hemoprotefnas como la hemoglobina y el 

citocromo P,,, (61); sin embargo, al compararla con verdaderas 

peroxidasas (como la ligninasa y la de rd&bano blanco) su 

eficiencia catalftica es considerablemente menor; por lo que al 

citocromo c se le ha modificado tanto quimica (79) como 

genéticamente (75) con el propésito de aumentar su actividad y 

estabilidad asi como mejorar su capacidad como biocatalizador de 

otras reacciones en sistemas conteniendo solventes orgdnicos. 
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Figura 2. Protoporfirina IX . Sitio activo del citocromo c 

Dentro de sus desventajas, la principal de ellas es su 

inestabilidad ante peréxido de hidrédgeno (75,80), como se muestra 

en la figura 5, lo cual obliga a realizar investigaciones 
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dirigidas a mejorar su estabilidad si es que se pretende aplicarlo 

a gran escala. 
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Figura 3. Efecto del pH sobre la velocidad de oxidaci6n de 
dibenzotiofeno por citocromo c y peréxido de hidrégeno. Obtenido 

de la referencia 80. 

2.4 Enzimologia en medios no convencionalesa 

Un gran nimero de enzimas han sido capaces de llevar a cabo 

reacciones en sistemas con solventes orgdnicos (22). Se le ha 

llamado recientemente enzimologfa en medios no convencionales a 

la aplicacién de enzimas en sistemas que contienen un solvente 

orgdnico o que se realizan en sistemas no completamente acuosos. 
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Figura 4. Representacién de la molécula de citocromo ¢
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Figura 5. Efecto de la concentracién de perdxido de hidrégeno 

sobre la estabilidad del citocromo c. Obtenido de la referencia 

79. 

En la tabla VI se muestran ejemplos de enzimas y reacciones 

en este tipo de medios. Desde un punto de vista biotecnoldgico, 

existen numerosas ventajas al utilizar enzimas en medios no 

acuosos, entre ellas estdn: aumento de la solubilidad de sustratos 

no polares, como en la oxidacién de hidrocarburos poliaromdticos 

(61); ajuste del equilibrio termodindmico en favor de la sintesis 

sobre la hidrélisis, como en la sintesis de péptidos por lipasas 

(46); aumento en la termoestabilidad de la enzima, como el caso de 

lipasas que se mantienen estables por largo tiempo a 100 °C (90); 

la inmovilizacién de las enzimas muchas veces es innecesaria, por 

ejemplo la oxidacién de alcohol por alcohol deshidrogenasa (88); 

la recuperacién del producto es relativamente mds fdcil al 
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utilizar solventes de bajo punto de ebullicién, como en la 

sintesis de acrilatos por lipasas en fluidos supercriticos (41); y 

puede existir un cambio significativo en la selectividad, 

regioselectividad y enantioselectividad de la enzima, como en la 

transesterificacién de fenilfenol por subtilisina (26), etc. 

Para que exigsta actividad biocatalitica se requiere de una 

cantidad minima de agua. La cantidad indispensable requerida 

depende de cada enzima y el medio en que se encuentre (89). Las 

evidencias recientes sugieren que se necesita que los residuos 

aminod4cidos cargados sean solvatados por el agua para que la 

enzima sea cataliticamente activa (89). 

Por ejemplo, la @-quimotripsina se mantiene activa (en un 

sistema con butano) con tan solo 50 moléculas de agua por molécula 

de enzima, Mientras que otras enzimas hidrol{ticas como 

subtilisina y varias lipasas a menudo requieren concentraciones 

mucho menores (23). Esta concentracién de agua es desde luego 

dependiente del tipo de solvente utilizado, como mds adelante se 

explica. 

La naturaleza del solvente puede afectar a la catdlisis 

enzimaética en tres formas diferentes: primero, el solvente puede 

causar inhibicién o imactivacién por interaccién directa con la 

enzima, al destruir los puentes de hidrégeno y las interacciones 

hidrofébicas, o simplemente cambiando la constante dieléctrica del 

ambiente. Segundo, el solvente puede afectar la interaccién del 

sustrato y del producto con el sitio activo de la enzima. 

Finalmente, el solvente puede interactuar directamente con las 

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

solventes orgdnicos 

  

Reaccién Enzima Medio 

Oxidacién de colesteroli colesterol oxidasa tolueno 

Oxidacién de alccholes alcohol deshidrogenasa éter 

Oxidacién de fenoles peroxidasa de rdbano dioxano 

Hidrélisis de sacarosa levansacarasa acetoni- 

trilo 

Sintesis de péptidos quimotripsina dimetil- 

formamida 

Resolucién de mezclas 

racémicas lipasas heptano 

Condensacién de glucosa glucoamilasa etilen- 

glicol 

S{ntesis de gsacarosa invertaga butanol 

Sintesis de poliésteres lipasas éter 

  

Tomada de la referencia 22 

Todo esto nos lleva a la necesidad de estudiar en forma 

profunda el efecto de la naturaleza del solvente, que 

principalmente se ha hecho a través de pardmetros termodindmicos, 

sobre el comportamiento biocatalitico de la enzima. 

2.5 Ingenieria de solventes 

La seleccién del mejor solvente para una reaccién dada 

depende de varios factores como la compatibilidad del solvente con 

la reaccién de interés, se deberd tomar en cuenta que la particidén 

de los sustratos y productos no causen inhibicién de la enzima al 
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ser retenidos cerca del sitio activo (70,86). Otros factores a 

considerar son: que el solvente sea inerte, lo menos tdéxico 

posible, disponible, de bajo costo y principalmente que afecte lo 

menos posible a la estructura de la enzima. Sin embargo, la 

seleccién del solvente a utilizar es, hasta la fecha, realizada en 

torma mas bien empirica. 

Numerosos estudios se han realizado con el propdésito de 

encontrar las caracterfsticas fisicoquimicas de los medios de 

reaccién, o de algunas de las partes que los constituyen, que 

ayuden a explicar el comportamiento biocatalitico de las enzimas 

en medios no convencionales y que ayuden a predecir el 

comportamiento en medios aun no ensayados (18,41,44,48,73). 

El trabajo pionero sobre el efecto de los solventes organicos 

en la biocatdélisis fue realizado por Laane et al. (48). Ellos 

concluyeron que los solventes m4s apropiados para la actividad 

catalitica son aquellos con un log P> 4 (donde P es el 

coeficiente de particién entre l-octanol y agua), los solventes 

con un log P entre 2 y 4 son de comportamiento impredecible y 

aquellos con un log P< 2 no son adecuados para la biocatdlisis 

debido a que estos pueden competir por el agua necesaria para la 

conformacién de la enzima. 

Yang et al. (86) encontraron que la polaridad del sustrato y 

producto tienen que tomarse en cuenta en la correlacién propuesta 

por Laane et al. (48). Los autores propusieron que para sustratos 

polares los solventes mds adecuados son los que tienen un log P 

menor a 2 y para solutos apolares los mejores solventes son 

aquellos con un log P mayora 4. 
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Otros muchos estudios se han llevado a cabo con el fin de 

explicar mediante pardmet ros fisicoquimicos (constante 

dieléctrica, coeficientes de solubilidad, pardmetros de 

solvatacién, etc.) y estructurales (fluorescencia de proteinas) el 

comportamiento de las enzimas (cambios en la especificidad, 

actividad, selectividad, etc.} (26,44,67). 

Por ejemplo, Fitzpatrick et al. (26) observaron que la 

enantioselectividad , medida como un coeficiente que relaciona las 

constantes cinéticas {(k,,,/Ky)>5/(K.4/Ky), » Gonde el subindice S y R 

denotan a los enantiédmeros S y R, de la subtilisina disminuyé 

cuando la constante dieléctrica del solvente aument6é en la 

resolucién del (+)1-fenil-etanol por la transesterificacién con 

butirato de vinilo. Ellos argumentaron que la disminucién en la 

flexibilidad de la enzima, al colocarla en solventes de baja 

constante dieléctrica, fue la causa del cambio en la selectividad. 

La actividad especifica del citocromo c mostréd una 

correlaciédn con el coeficiente de Dimroth-Reichard para varios 

solventes miscibles en agua, dando como resultado que los mejores 

solventes para esa reaccion son aquellos con coeficientes cercanos 

al del agua (79). El coeficiente de Dimroth-Reichard es un 

pardmetro de solvatacién basado en la energia de banda de la 

transferencia de carga de un compuesto en diferentes solventes 

(66). 

Rossell et al. (67) reportaron que la tendencia a la 

desnaturalizacién de proteinas por mezclas acuosas de solventes 

orgénicos podia ser predecible con base en los cambios de 

solubilidad de un sustrato hidrofdébico. Ellos utilizaron al 
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naftaleno como sustrato y midieron sus cambios en la solubilidad 

al incrementar la concentracién del solvente, asf{ como al cambiar 

el tipo de solvente utilizado. Al correlacionar estos resultados 

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

de la actividad maxima) de varios biocatalizadores como 

mioglobina, tripsina, quimotripsina, citocromo c y_ lacasa 

encontraron buenas correlaciones, apoyando la tesis que la 

desnaturalizacién por solventes orgdnicos tiene que ver con la 

disminucién del efecto hidrofdébico. 

Kijima et al. (44) utilizaron los cambios estructurales de la 

@-quimotripsina, medidos como los cambios en la longitud de onda 

de emisiédn mdxima, provocados por la presencia de solventes 

miscibles en agua, para correlacionarlos con la actividad 

catalftica en la hidrélisis de ésteres. Los resultados arrojados 

(para solventes como tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, 

dimetilformamida, etanol y acetonitrilo} mostraron buenas 

correlaciones, concluyendo con esto que los cambios estructurales 

de la enzima eran los principales responsables de los cambios en 

la actividad catalitica 

Como se mencionéd anteriormente un aspecto que se debe 

considerar en la biocatdlisis con solventes orgdnicos es el 

contenido de agua. Se sabe que la enzima necesita cierta cantidad 

de agua para mantener su conformacién activa. En estos tipos de 

sistemas existe una cierta competencia por agua entre la enzima, 

el solvente, el sustrato, el producto y el soporte. Por lo 

anterior, es recomendable utilizar como pardmetro de contenido de 

agua a la actividad termodindmica, que nos indica la 

30



disponibilidad real del agua para la enzima y es un valor igual en 

todas las fases del sistema. valivety et al. (77) correlacionaron 

la actividad del agua con la velocidad de reaccién de 

transesterificacién por una lipasa, en diferentes solventes 

orgdnicos, y concluyeron que existe una actividad de agua déptima 

para la velocidad de sintesis y que es independiente dei solivente 

orgdnico utilizado. 

Se ha adoptado el término de INGENIERfA DE SOLVENTBS 

(23,34) para definir el estudio de las caracterfsticas 

termodindmicas de los sistemas de reaccién que influencfan el 

comportamiento de las enzimas en medios no convencionales. La 

ingenierfa de solventes extiende su campo, no solo a los sistemas 

monofdsicos y bifdsicos, sino tambien a los sistemas de 

microemulsiones y fluidos supercriticos. 

Los fluidos supercrfticos (FSC) son materiales condicionados 

arriba de sus condiciones criticas (T.,P.) que han demostrado ser 

medios de reaccién apropiados para la biocataélisis y sus 

propiedades termodindmicas los asemejan a los solventes orgdnicos 

convencionales, con caracter{sticas adicionales de gran interés 

para la investigacién (39,59). 

Este tipo de sistemas, como ha sido reportado por Sanjay et 

al. (41), son muy atractivos para hacer ingenierfa de solventes, 

es decir, para el estudio de la relacién ambiente-estructura- 

funcién, ya que es posible manipular las caracteristicas 

termodindmicas de estos medios con cambios en la presién y/o 

temperatura. 
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Aparte de esta propiedad importante, los fluidos 

supercriticos presentan caracterfsticas adicionales a los 

solventes orgdnicos que aumentan su atractivo como medios de 

reaccién para la biocat4lisis. Entre ellas est4n la de tener 

coeficientes de difusién similares a los de los gases, su tensién 

superficial es de casi cero, viscosidad del orden de magnitud de 

los gases y una densidad similar a la de los lfiquidos. Por todo lo 

anterior, la biocatdlisis en fluidos supercrfticos es muy 

atractiva para el estudio de la enzimas en medios no acuosos. 

En la tabla VII se muestra un pequefio listado de reacciones 

enzimaéticas en condiciones supercriticas. Como se muestra en la 

tabla, el CO, ha sido el medio m4s utilizado para reacciones en 

condiciones supercriticas. varios son los motivos: el co, tiene 

condiciones criticas relativamente bajas (T.= 31 °C y Ps 0.38 

Mpa), es un material no téxico, relativamente barato e inerte a 

los productos y sustratos. Sin embargo, Sanjay et al. (40) 

reportaron que el CO, es capaz de inhibir la actividad de las 

enzimas al formar carbamatos cuando este reacciona con los grupos 

aminos libres de los residuos aminodcidos. Los autores concluyeron 

que lo mds adecuado para seguir trabajando con el co, es utilizar 

temperaturas arriba de los 60 °C para evitar la formacién de 

carbamatos y asi aprovechar las ventajas de este fluido. 

Otros materiales han sido probados en condiciones 

supercriticas como medios de reaccién con el fin de mejorar la 

actividad y estabilidad de algunas enzimas. El uso de etano, 

propano, fluoroformo y hexafluoruro de azufre en condiciones 

supercriticas como medio de reaccién para sf{ntesis de acrilatos 
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por la lipasa de Candida cylindracea ha sido reportado (41). Por 

los resultados obtenidos, el fluoroformo aparece como un buen 

material para estudios de ingenierfa de solventes debido a que 

presenta los cambios mas evidentes en sus propiedades 

termodindmicas al alterar la presién del sistema. Sin embargo 

estos materiales reportados presentan la desventaja de ser 

téxicos, explosivos o de empleo muy delicado por lo que sus 

estudios a nivel tanto investigacién como industrial son 

limitados. 

Tabla VII. Reacciones enzim&ticas en fluidos supercriticos 

Reaccién Enzima Medio de reaccién 
y condiciones 

Acidélisis de treolina lipasa co,, s0°Cc, 100 atm 

Oxidacién de colesterol colesterol Co,, 35°C, 100 atm 
oxidasa 

Transesterificacién 
de Acido palmitico lipasa co,, 40°C, 28 MPa 

Alcohélisia de acetato 
de etilo mirosinasa CoO,, 60°C, 100 b 

Esterificacién de 
&cido oléico lipasa co,, 40°c, 13 MPa 

Tomada de las referencias 39 y 59. 

Otro sistema que se ha empleado con éxito en la biocatdlisis 

en medios no convencionales son las microemulsiones sin detergente 

(42), Este tipo de microemulsiones son dispersiones de gotas de 

agua en un solvente apolar, los cuales son termodindmicamente 

estables y 6pticamente transparentes. La gotas estdn estabilizadas 
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por moléculas de alcohol adsorbidas en su superficie y poseen 

simetria esférica. Los didmetros de las gotas estAn en el rango de 

50 a 300 A dependiendo de la composicién del sistema (relacién 

agua/alcohol), lo que provee un microambiente en el cual las 

enzimas se pueden solubilizar reteniendo su actividad catalitica. 

Este sistema es similar al de micelas invertidas, pero presenta la 

ventaja de eliminar el problema de la presencia de surfactantes lo 

que facilita la recuperacién de la enzima y la purificacién de los 

productos 

Khmelnitsky et al. {42} reportaron que la colesterol oxidasa 

es capaz de oxidar a su sustrato natural, el colesterol, en un 

sistema agua/hexano/isopropanol. Fedorak et al. (25) reportaron la 

modificacién de petroporfirinas y asfaltenos catalizada por 

cloroperoxidasa en un sistema agua-isopropanol-tolueno, manejando 

bajos contenidos de agua de hasta el 5%. 

Los sistemas de microemulsiones han sido muy estudiados tanto 

termodindmica como estructuralmente, asf como el efecto de estos 

en la cinética y estabilidad de las enzimas. Es oportuno mencionar 

que son los sistemas mds complejos de la biocatdlisis en medios 

no convencionales (19,29,60). 

2.6 Modificacién quimica e ingenieria genética de 

proteinas en medios no convencionales 

Los métodos de modificacién quimica e ingenieria genética de 

proteinas han sido propuestos para la biocatdlisis en medios no 

acuosos como una opciédn mds para mejorar la actividad y 

estabilidad enzimdtica (37,53) 
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Yoshimoto et al. (74) modificaron a la peroxidasa de rdAbano 

blanco al unir covalentemente polietilenglicol derivatizado de 

peso molecular 5000 Da a sus grupos aminos libres. La enzima 

modificada fue soluble en solventes orgdnicos polares y apolares, 

y retuvo su capacidad catalitica. Dada la naturaleza amfipdtica 

del polietilenglicol, la cantidad de agua requerida por esta 

enzima es menor que la requerida por la forma nativa. 

La inmovilizacién de una protefna puede cambiar su 

comportamiento catalitico en solventes orgdnicos y acuosos (2,4). 

La naturaleza del soporte en el cual las enzimas son inmovilizadas 

puede afectar tanto sus constantes cinéticas como su estabilidad, 

dependiendo también este efecto del tipo de solvente utilizado. 

Por ejemplo, los soportes hidrofflicos impiden que los sustratos 

hidrofébicos lleguen con facilidad al sitio activo para su 

posterior transformacién a productos y, por tanto, la k, de 

sustrato aumenta, ocasionando la disminucién de la eficiencia 

catalitica; adem4s, el soporte hidrofflico puede competir por el 

agua necesaria para que la enzima sea activa (2). 

Adlercreutz (2) inmovilizé a la a-quimotripsina en varios 

soportes de diferente aquafilicidad (relacién contenido de agua 

del soporte/contenido de agua del medio) para estudiar el efecto 

de la naturaleza del soporte sobre la actividad de esta enzima en 

la esterificacién del N-acetil fenilalanina con etanol. El 

resultado logrado indicé que los soportes con baja aquafilicidad 

eran mejores para la esterificacién con a-quimotripsina. Este 

resultado sugiere que el soporte y la enzima compiten por el agua 

disponible en el medio, por lo cual, los soportes con baja 
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aguafilicidad permiten que la enzima se hidrate suficientemente 

mostrando asi buena actividad catalitica. 

Las enzimas pueden ser redisefiadas para permitir la catdlisis 

en medios no acuosos a través de la ingenieria de protefnas, 

alterando con esto  sus_ propiedades fisicas, quimicas y 

fisicoquimicas, adaptdndose mejor al nuevo sistema de reaccién 

(37). 

Los solventes polares representan un medio de reaccién 

adecuado para muchas aplicaciones industriales y de sintesis. 

Desafortunadamente, existe una relacién directa entre la actividad 

enzimética y ila polaridad dei solvente que indica que los 

solventes polares no son muy adecuados para la biocatdlisis 

(23,48). Este efecto nocivo de los solventes polares sobre las 

proteinas no es de sorprenderse, debido a que las enzimas no 

fueron disefiadas naturalmente para trabajar en esos medios. Las 

interacciones no covalentes que determinan la estabilidad de la 

enzima alcanzard4n un nuevo equilibrio en un sistema orgdnico que 

puede resultar en la pérdida de actividad catalitica y en algunos 

casos en el plegamiento (37,53). Sin embargo, el empleo de la 

modificacién en la secuencia de aminodcidos de la proteina, que se 

presenta como una herramienta de facil acceso hoy en dia, puede 

resultar en una redistribucién de las interacciones criticas y por 

lo tanto compensar los efectos desfavorables por el cambio de 

ambiente de la enzima. El resultado final podria ser una variante 

de enzima que exhiba una mayor estabilidad y/o actividad en el 

medio nuevo (37). 
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La modificacién en la secuencia de aminodcidos deberd, si es 

que se pretende obtener una variante cataliticamente mejor, bajar 

la energia libre de la forma activa o aumentar la de la forma 

inactiva, en presencia del solvente. Para  lograrlo pueden 

emplearse algunas reglas de disefio reportadas en la literatura 

(53), entre las que destacan las siguientes: semocién de cargas 

superficiales, introducir nuevos puentes disulfuro, introducir o 

mejorar los puentes de hidrdégeno existentes y otras interacciones 

electrostAticas, inmcrementar las interacciones de van der Waals, 

etc. 

Por ejemplo, Martinez et al. (53) mejoraron la estabilidad de 

la a@-liticoproteasa en la sintesis de péptidos en 

dimetilformamida, al sustituir aminodcidos superficiales cargados 

por aminodcidos hidrofébicos, disminuyendo con esto la necesidad 

de agua por la enzima y aumentando la compatibilidad de la misma 

con el solvente orgdnico. Los autores aclararon que los efectos 

de las mutaciones sobre la estabilidad no podrfan ser explicados 

unicamente por estos argumentos, sino que otras interacciones 

pueden estar presentes. 

Por lo anteriormente expuesto, es evidente que existe la 

necesidad de estudios de ingenieria de solventes que ayuden a 

conocer y eStablecer los principios de la enzimologfa en medios 

no convencionales. Para lo cual nos hemos propuesto los siguientes 

objetivos para el presente trabajo. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo principal 

Estudiar el efecto de tres sistemas de reaccién (sistema 

monofdésico de bicomponentes, microemulsiones y fluidos 

supercri{ticos) sobre el comportamiento biocatalitico del citocromo 

c en la oxidacién de hidrocarburos poliaromdticos, principalmente, 

y correlacionar su comportamiento con pardmetros termodindmicos 

que describen a cada sistema. 

3.2 Objetivos especificos 

1) Ensayar diferentes sustratos para determinar el efecto de 

la hidrofobicidad de los mismos en la biocatdlisis con citocromo 

c en sistemas con solventes miscibles en agua de hidrofobicidad 

variable como acetonitrilo, tetrahidrofurano, isopropanol, metanol 

y etanol. 

2) Determinar el efecto de la actividad de agua y la 

actividad del solvente en la biocatdlisis en sistemas monofdsicos 

bicomponentes con citocromo c 

3) Determinar el efecto del contenido de agua en la actividad 

catalftica del citocromo c en microemulsiones 

agua/isopropanol/hexano, agua/isopropanol/gasolina blanca y 

agua/isopropanol/tolueno. 

4) Estudiar el efecto de las variaciones en presiédn y 

temperatura del CO, en estado supercritico sobre la catdlisis con 

citocromo c. 
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4 Materiales y métodos 

4.1 Reactivos 

El citocromo c de corazén de caballo, el iso-1l-citocromo c 

de la levadura Saccharomyces cerevisiae, hemoglobina humana y la 

cloroperoxidasa del hongo Caldaromyces fumago fueron compradas a 

Sigma Chemical Co. La Lligninasa fue comprada a Tienzyme Inc. El 

cloruro de pinacianol, pireno, tiantreno y la difenilamina se 

obtuvieron de Aldrich Chemical Co. El azul de bromofenol se compré 

a Bio-Rad. El peréxido de hidrédgeno y las sales para la 

preparacién de los amortiguadores se compraron a T.J. Baker. Los 

solventes orgdnicos, todos grado HPLC, como el tolueno, 

isopropanol, acetonitrilo, hexano, tetrahidrofurano, metanol, 

etanol fueron marca Merck. El tetrahidrofurano (THF) fue destilado 

en presencia de sulfato ferroso antes de su uso para evitar la 

presencia de peréxidos. 

El citocromo c fue modificado con polietilenglicol activado 

como ha sido reportado previamente (79). Como producto de las 

investigaciones hechas en nuestro laboratorio, contamos ademdés 

dos modificaciones quimicas del citocromo c que son catalizadores 

con una menor especificidad en la oxidacién de HPA’s, adem4s de 

ser m4s estables en solventes orgdnicos que la proteina nativa. 

Estas modificaciones quimicas fueron llamadas citocromo-PEG-MET y 

citocromo-PEG-TMS, ya que fueron modificadas primero con 

polietilenglicol (en sus grupos aminos libres) y metiladas (en los 

carboxilos de los grupos propionatos del hemo y los carboxilos 

libre de la proteina), en el primer caso; y sililadas (en los 

grupos oxidrilos, aminos y carboxilos libres de la proteina), en 
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el segundo caso. Las variantes genéticas fueron obsequiadas por 

el Dr. A. Grant Mauk, del Departamento de Bioquimica y Biologia 

Molecular de la Universidad de British Columbia, Canada4. 

4.2 Actividad especifica 

La determinacién de las actividades especificas del citocromo 

c y las diferentes hemoprotefinas, asf como de las variantes 

genéticas y quimicas del citocromo c fueron realizadas 

espectrofotométricamente, siguiendo la disminucién en la 

absorbancia del sustrato, en la longitud de onda adecuada para 

cada uno de ellos. El volumen de reaccién fue de 1 ml en una celda 

de cuarzo que contenfa a los sustratos en una concentracién 20 HM 

(excepto para el cloruro de pinacianol la cual fue de 13 UM) en 

diferentes proporciones de solvente orgénico en buffer. El buffer 

utilizado en cada caso fue para el citocromo c y la hemoglobina 

fosfatos 60 mM pH 6.1, citratos 60 mM pH 3 para la cloroperoxidasa 

y acetatos 60 mM pH 4 para la ligninasa. La reaccién dié inicio 

con la adicién de H,O, a una concentracién 1 mM, excepto para la 

ligninasa y la cloroperoxidasa a las que se les adiciond 30 uM y 

250 HM respectivamente. El control consistiéd del mismo medio de 

reaccién en ausencia de las hemoproteinas. 

El equipo utilizado fue un espectrofotémetro Beckman DU-650. 

Para el cdlculo de la actividad especffica se utilizaron los 

coeficientes de extincién de cada sustrato, los cuales son (en 

Micm'), 82350 a 603 nm para el cloruro de pinacianol; 32600 a 335 

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



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

difenilamina. 

4.3 Diferencia de espectros 

La deteccién de la interaccién del citocromo c con dos 

sustratos, pireno y tiantreno, se hizo midiendo el cambio en el 

espectro del citocromo c, en ausencia y presencia del sustrato. La 

celda de cuarzo contenfa al sustrato a una concentracién 40 WM en 

diferentes proporciones de THF en buffer de fosfatos y 5 UM de 

proteina. El espectro control fue el del citocromo c en ausencia 

del sustrato. La diferencia de espectros fue detectada en un 

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

4.4 Determinacién de la hidrofobicidad de los sustratos 

La hidrofobicidad de los sustratos se estimé como el tiempo 

de retencién, o elucién, en una columna C,, 5 micro (3.9 x 150 mm) 

fase reversa en un sistema HPLC de Waters con un detector UV- 

visible. La fase de elucién fue de una mezcla acetonitrilo-agua 

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

4.5 Determinacién de proteina 

La concentracién de protefina fue determinada por el método 

de Bio-Rad utilizando una curva estandar de protef{na de suero de 

bovino (BSA). También se estim6 la concentracién de proteina 

espectrofotométricamente utilizando como coeficientes de 

extincién: 29000 M'cm' a 550 nm para el citocromo c de corazén 

de caballo, 28000 M‘cm' para el citocromo c de levadura y 168000 
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M'cm’ a 409 nm para la lignino peroxidasa (75). Los citocromos 

fueron cuantificados en su forma reducida, la cual se obtuvo en 

presencia de metabisulfito de sodio y atmésfera de nitrégeno. 

4.6 Determinacién de la actividad termodindmica 

La actividad termodindmica se determiné calculando el coeficiente 

de actividad en base a las ecuaciones NRTL para el solvente 

orgénico y el agua indicada a continuacién: 

2 

Gr, )+ T2Guz Lny, = x2| T; 
(= +x,Gs, (%_ + *x.Gi2 y 

2 

Gi2 + Tr1Gy 

Xq+x,Gy L(x, + x,Ga, y 
Lny, = x? 7.2( 

donde Ln ¥, y Ln ¥, son los logaritmos de los coeficientes de 

actividad para el solvente y el agua, respectivamente. El cAlculo 

de la actividad se realiz6 multiplicando el coeficiente de 

actividad por la fraccién mol. Para las dos ecuaciones anteriores 

T,,= A,,/RT; T,,= A,,/RT; G,.= exp (-@,T,,); G5 exp(-@,,T,,). Los 

valores de A,,, A,,, &, son constantes del equilibrio vapor-liquido 

a 25 °C y 1 atm de presién (tabla VIII) cuyas unidades estdn dadas 

en cal/mol con el valor de R de 1.98721 cal/mol°K y las unidades 

de temperatura en °K. 
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Tabla VIII. Valores de las constantes del equilibrio 
vapor-liquido de los sistemas monofdsicos bicomponentes 
utilizados. 

  

Sistema A,, A, Qin 

Agua/acetonitrilo 1133.6715 890.5739 0.5296 
Agua/etanol 26.6043 869.7678 0.2945 
Agua/metanol ~45.9344 373.6877 0.3022 
Agua/isopropanol 69.1266 1177.3322 0.2884 
Agua/tetrahidrofurano 1007 .9396 1296.3189 0.4512 
Agua/acetona 645.3153 765.8810 0.4304 
Agua/etilenglicol 360.1873 -391.2880 0.2950 

4.7 Estabilidad en fluidos supercriticos 

El citocromo c se adsorbié en perlas de vidrio de didmetro 

0.5 mm liofilizando una solucién de la proteina en presencia de 

las perlas, quedando una concentracién final de 0.5 mg de 

protef{na/gr de perlas. Dos gramos de protefna inmovilizada se 

incubaron en CO, en condiciones supererifticas en una celda 

cilindrica de acero inoxidable de 10 cm de altura por 2 cm de 

didmetro de base (figura 6). Después de la incubacién a 

diferentes tiempos, el citocromo c se redisolvié en buffer de 

fosfatos 60 mM pH 6.1 y se determiné su actividad especifica en la 

oxidacién de cloruro de pinacianol con H,O, como fue explicado 

anteriormente. 

Para detectar la existencia de reaccién catalitica en 

condiciones supercriticas dos gramos de proteifna inmovilizada se 

colocaron en la celda de reaccién junto con los sustratos en forma 

s6lida, 20 mmoles de pireno y 1 wimol de hidroperéxido de cumeno a 
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diferentes condiciones supercriticas (figura 6). Los tiempos de 

reaccién fueron manejados en forma estAtica en un principio (sin 

remocién del sustrato, vdlvula B abierta y vdlvula C cerrada; 

figura 6} y después en forma dindmica (removiendo el sustrato 

hacia la trampa de anabolitos, vdlvula B cerrada y vdlvula C 

abierta; figura 6}. En aigunas ocasiones se inyecté6 acetonitrilo 

como cosolvente a la celda de reaccién (unicamente en la forma 

dindmica) y la proteina se hidraté a diferentes actividades de 

agua. Después de llevar al sustrato a la trampa, se extrajo con 

tetrahidrofurano o dimetilformamida para colectarlo en viales 

(figura 6). Finalmente se midiéd el espectro de absorcién del 

sustrato y se comparé con el espectro del sustrato puesto a las 

mismas condiciones pero en ausencia de la proteina. 

El trabajo en fluidos supercriticos se realizé en el laboratorio 

del Dr. Eduardo Bd4rzana Garcia de la Facultad de Quimica de la 

UNAM. 

4.8 Hidrataci6n del citocromo c adsorbido 

El citocromo c adsorbido en perlas de vidrio se colocé en un 

desecador a 4 °C en presencia de diferentes soluciones de sales, 

con el propésito de hidratarlo a diferentes actividades de agua. 

Se obtuvo la isoterma de adsorcién de agua por la proteina 

midiendo el incremento en peso de la proteina al cabo del tiempo, 

llegando a la saturacién a los tres dfas. Una vez logrado el 

equilibrio, el citocromo c estuvo listo para el ensayo de 

catdlisis. Las sales utilizadas fueron las siguientes: sulfato de 

potasio, para una actividad de 0.973; sulfato de amonio, para una 

 



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

cloruro de magnesic, para una actividad de 0.343. 

4.9 Actividad catalitica en microemulsiones 

La reaccién en los sistemas agua-isopropanol-tolueno, agua- 

isopropanol-hexano y agua~isopranol-gasolina blanca se llevéd a 

cabo en una celda espectrofotométrica de cuarzo de 1 ml que 

contenfa 13 —M de cloruro de pinacianol, 1mm de H,0O, y diferentes 

concentraciones de solventes las cuales formaban una microemulsién 

estable y transparente. La fase agua consistié en una solucién 6 

mM de fosfatos pH 6.1. La actividad especifica se cuanmtificé como 

fue descrito anteriormente. 
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Trampa de retencién de susirato 

  

Bomba de cosolvente 

U 
      T

i
 

        
      O 7 a     

Colector de fraccciones 

est itonedable) 

Fhuido extractor Solventes de elucién 

Figura 6. Equipo de extraccién supercritica utilizado en los experimentos de biocatdlisis con 
cifocromo c en CO supereritico. 
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5 Resultados y discusién 

Actividad catalitica en fluidos supercriticos 

5.1 Bstabilidad en condiciones supercriticas. 

El citocromo ces estable a las condiciones 

supercriticas ensayadas de 40°C; 105 bares y 65°C; 210 bares. 

En la figura 7 se muestran los resultados de la actividad 

residual en la oxidacién de cloruro de pinacianol por 

citocromo c. La hidrofobicidad del CO, en estas condiciones es 

similar a la del hexano en condiciones normales (39), por lo 

que no es capaz de competir por el agua que la proteina 

retiene como parte de su estructura, es decir, el citocromo c 

aparentemente no es afectado a nivel estructural por la 

presencia de CO,. Esto se refleja en la conservacién del 100% 

de la actividad, al menos en los primeros 60 minutos de 

incubacién. 

En la figura 7 también se muestra la actividad residual 

del citocromo ¢ después de ser incubado a 40 y 65 °C en agua a 

presién atmosférica. Después de 60 minutos de incubacién a 

40°c, el citocromo perdié el 10% de su actividad inicial y el 

40% cuando fue incubado a 65°C. Como era de esperarse, la 

estabilidad a la temperatura en presencia de agua es menor 

que la del sistema de CO, SC (bidxido de carbono en estado 

supercritico). Se ha reportado, en fluidos supererfticos, que 

el contenido de agua tiene un efecto importante sobre la 

estabilidad de la enzimas y que la presién sdlo afecta a 

enzimas multiméricas (80,81). 

47



  

  

      

soot Sa 

9 4 8 15 

A 
oO 

3 504 

3 

: D C02 40 °C; 105 bares y 65 °C; 210 bares 

254 
© Agua 40°C; 1 atm. 

© Agua 65 °C; 1 atm. 
qT $ 7 

0 20 40 60 80 

Tiempo (min) 

Figura 7. Estabilidad del citocromo c en condiciones supercriticas en la 

oxidacién de cloruro de pinaciano!. 

El citocromo c es completamente estable en agua a 

temperatura y presién atmosférica y en CO, SC. Sin embargo, la 

presencia de un solvente orgdnico miscible en agua tiene un 

marcado efecto sobre su estabilidad. vdzquez Duhalt et al. 

(78) reportaron que el citocromo c en un sistema con 90% de 

THF disminufa su actividad a menos del 60% de la actividad 

inicial, al ser incubado durante 20 minutos. 

Los solventes miscibles en agua tienen la capacidad de 

competir por el agua con la enzima, aparte de que el sistema 

que resulta de mezclar agua y solvente modifica las 

interacciones eléctricas a la que esta sujeta la protefna 

para mantener su estructura nativa. Esto no sucede con el CO, 

SC, por un lado porque su solubilidad en agua es minima y, 
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por otro, porque su momento dipolar es cero, no teniendo la 

habilidad de interactuar eléctricamente con alguna particula 

cargada. 

5.2 Actividad en CO, supercritico 

El primer ensayo para determinar si el citocroma c es 

activo en condiciones supercriticas se realizé6 a 40°C y 104 

bares de presién durante 10 minutos en forma est4tica y 5 

minutos en forma dindmica, colocando en la celda de reaccién 

20 nmoles de pireno, 1 fmol de hidroperéxido de cumeno, como 

agente oxidante, y 1 gr de citocromo inmovilizado . Al 

comparar el espectro de absorcién del pireno (antes y después 

del tratamiento) no encontramos diferencia alguna, por lo que 

a estas condiciones no existe reaccién. La temperatura y 

presién utilizadas en este ensayo son las minimas necesarias 

para disolver al sustrato (8) pero no fueron adecuadas para 

la reaccién. Kamat et al. (40) reportaron que el CO, a 40°C 

es capaz de reaccionar con los grupos aminos libres de la 

enzima para formar carbamatos, lo cual puede provocar un mal 

desempefio de las enzimas en la biocatAlisis. La formacién de 

carbamatos se puede evitar trabajando a temperaturas 

superiores a 55°C (40). 

Por lo anterior, decidimos aumentar la temperatura a 

65°C y la presidén a 204 bares (densidad = 0.7) para evitar una 

posible inhibicién del citocromo ¢ por los carbamatos. Todos 

los dem4s pardmetros (como el tiempo de extraccién dindmica y 

estA4tica y concentracion de _  sustratos) se mantuvieron 

49 

 



constantes. El espectro de absorcién del pireno sometido a 

tratamiento nos indica que no hubo reaccién bajo estas 

condiciones. 

Una posible causa de que no exista reaccién podria ser 

la ausencia de agua. Se sabe que para que una enzima sea 

activa en medio orgdnico debe existir un minimo de agua que 

es especifico del medio de reaccién y de la enzima (89). El 

citocromao c fue entonces hidratado a las diferentes 

actividades de agua de 0.23, 0.76, 0.97. La determinacién de 

la actividad se hizo en las condiciones anteriores (40°C; 105 

bares y 65°C; 204 bares) y los tiempos de reaccién se 

Mantuvieron constantes. La comparacién de espectros de 

absorcién nos indicéd la ausencia de reaccién en todos los 

ensayos con el citocromo c hidratado. zl efecto del contenido 

de agua sobre la actividad y estabilidad de las enzimas en 

fluidos supercriticos ha sido estudiado con anterioridad por 

algunos autores (54,83) quienes han reportado que existe un 

contenido 6ptimo de agua para la biocatdlisis en FSC (fluidos 

supercriticos) y que la disminucién en la actividad se puede 

deber a dos razones. Primero, la presencia de agua alrededor 

de la enzima podria llevar a una solubilizacién del co, y, en 

consecuencia, a un cambio de pH en el medio cercano a la 

enzima, lo que repercutirfa en su estabilidad y actividad. 

Sin embargo, Kamat et al. (40) reportaron que el cambio de pH 

ocasionado por el CO, es despreciable sobre todo si la 

proteina ha sido liofilizada en presencia de un amortiguador. 

Segundo, el agua puede formar una capa de resistencia a la 

penetracién de los sustratos e impedir la interaccién con el 
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sitio activo de la enzima. Esta podria ser la razén de la 

ausencia de reaccién en nuestro sistema, debido a que el 

equipo con el que trabajamos no nos permite asegurarnos de 

que estemos manejando una o dos fases. 

Dentro de la biocatdlisis en medios no convencionales 

una herramienta frecuentemente utilizada para mejorar la 

actividad y estabilidad catalfitica, es la modificacién 

quimica y genética de  protefnas {2,28,37,53,79). Las 

modificaciones quimicas del citocromo c (citocromo-PEG-TMS y 

citocromo-PEG-MET} fueron ensayadas en las condiciones 

anteriores, adicionando 100 plts de agua y también en 

ausencia de agua. Para ambas modificaciones no hubo un cambio 

en la absorbancia del pireno. 

Una alternativa mds en la btisqueda de actividad fue el 

de cambiar el agente oxidante, el hidroperdéxido de cumeno, 

por uno m4s reactivo, como el Acido-3-cloroperoxibenzoico. La 

reaccién se ensayé6 en las condiciones supercriticas 

anteriores, adicionando 1 pmol del Acido-3- 

cloroperoxibenzoico. Al comparar los espectros de absorcién, 

detectamos que existe oxidacién quimica en esas condiciones 

en ausencia del biocatalizador. La seleccién de este agente 

oxidante se debe a que en resultados previamente reportados 

(80), la  eficiencia catalitica, en la oxidacién de 

dibenzotiofeno por citocromo c (en un sistema acuoso al 10% 

de acetonitrilo, utilizando dcido-3-cloroperoxibenzoico) fue 

230 veces mayor que al usar hidroperéxido de cumeno como 

oxidante.



Una de las opciones mds reportadas en la literatura para 

modificar la actividad catalftica en fluidos supererfticos es 

la adicién de un cosolvente (1,39). Con el propésito de 

estimular la actividad del citocromo c, adicionames 

tetrahidrofurano al medio con un flujo de 0.4 mi/min (10%). 

El ensayo se hizo también para el citocromo modificado 

(citocromo-PEG-MET). Los tiempos de reaccién se mantuvieron 

constantes en los primercs ensayos (25 minutos en total) y 

después se aumentaron hasta 390 minutos (estdtico y dindmico) 

para evitar problemas de mezclado. Estas condiciones se 

Manejaron también al usar acetonitrilo como cosolvente en 

lugar del THF. En todes los ensayos realizados no se detecté 

reaccién de oxidacién de pireno. 

En la literatura se recomienda utilizar un alcohol como 

cosolvente ya que su grupo hidroxilo podria sustituir el 

papel del agua en las interaccicnes no covalentes de la 

enzima (81). Nosotros utilizamos THF y ACN detido a que: el 

citocrome c es capaz de retener actividad en concentraciones 

tan altas de THF como del 95% y presenta una actividad m4xima 

en soluciones acuosas de acetonitrilo (79). El uso de 

cosolventes no indujo la actividad del citocromo c en FSC. 

El problema en la biocatdAlisis con citocromo c en CO, SC 

podria ser el contenido de agua, a pesar de haber sido 

hidratado a diferentes actividades de agua. Si es poca agua, 

el CO, en estado extraseco es capaz de disolver el agua y 

dejar a la protefna deshidratada, lo que lleva a la pérdida 

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

sitio activo de la proteina, evitdndose asi su modificacidn. 

5.3 Actividad catalitica en microemulsiones 

La actividad catalftica del citocromo c en la oxidacién 

de cloruro de piancianol en microemulsiones se muestra en 

las tablas IX y X. El perfil de actividad, en relacién a la 

concentracién de solventes, se mostré un poco irregular para 

los tres sistemas, sin observarse una clara dependencia con 

la concentracién de alguno de los solventes utilizados, como 

se muestra en la figura 8, la cual se obtuvo interpolando los 

diferentes puntos de las tablas Ix y xX. 

En la biocatdlisis en micelas invertidas se ha reportado 

que existe una correlacién entre la actividad catalitica y el 

pardmetro W, ({agua}/[surfactante}])}; la correlacién tiene una 

forma de campana mostrando un W, é6ptimo especifico para cada 

enzima y que para muchos casos el valor esta alrededor de 10 

(9,65,87). Abajo de este valor (W, 6ptimo) se ha sugerido que 

el nivel de agua es insuficiente para hidratar a los residuos 

esenciales de la enzima y favorecer las interacciones 

surfactante-enzima (36); a valores mds grandes del W, é6ptimo 

la hidratacién de la enzima es mayor que la requerida para la 

biocatdlisis lo que puede llevar a posibles mecanismos 

de inactivacién de la enzima. En el valor de Wo éptimo, se ha 

sugerido que el radio de la enzima corresponde al tamafio de 

la micela por lo que la enzima se estabiliza adoptando una 

conformacién rigida (38). 
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Tabla IX. Actividad catalitica del citeocromo c en agua- 

Lseopropanol-hexano (Sistema 1) y agua-isopropanol-tolueno 

(sistema 2). 

Tol/Hex* 2-Propanol* aAgua* Act.especifica (min‘') 

(% v/v) (% v/v) (% v/v) Sistema 1 Sistema 2 

20 75 5 2.1 2.6 

25 70 5 1.3 2.8 

30 65 s 2.7 3.1 

35 60 5 2.9 2.3 

5 es 10 0.6 1.8 

10 80 190 0.9 NLR. 

15 75 10 1.0 1.0 

20 70 10 2.6 1.2 

25 6s 10 1.6 1.4 

30 60 10 3.3 4.7 

35 55 10 0.8 NLR.” 
5 60 15 1.1 1.9 

10 75 15 1.21 2.9 

15 70 15 1.6 1.0 

20 65 15 2.8 4.2 

a5 60 15 6.0 0.6 

30 ss 15 0.6 NLR 

5 78 20 0.6 0.7 

10 70 20 1.3 1.7 

15 65 20 4.6 1.8 

20 60 20 0.7 2.8 

5 70 25 1.1 0.7 

10 65 25 uM? 1.3 

15 60 2s uM. 2.2 

20 5S 25 N.M. NLR. 
5 6s 30 NM. 1.0 

10 60 30 NM. 1.8 

  

Bl volumen total de reaccién fue de 1 ml. 

» NLR. No hubo reaccién. 
° N.M. No se formé la microemulsién 

El citocromo c presenté el perfil acampanado para el 

sistema agua-isopropanol-tolueno aie las concentraciones 

constantes 7.5 mM y 6.9 mM del alcohol; la concentracién de 

agua varfa para dar valores de W, en el rango de 0.5-2.5 

{figura 9). Un comportamiento similar se presentdé para el 

sistema agua-isopropanol-hexano a una concentracién de 
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alcohol de 6.9 mM en el rango de 0.5-1.6 de WwW (figura 9). 

Sin embargo, al variar la concentracién de alcohol, la 

actividad catalitica no siguiéd el perfil acampanado con el 

W, para ninguno de los sistemas. El W, éptimo para el sistema 

con tolueno fue de 0.8, mientras que para el sistema con 

hexano fue de 1.2. Estos valores fueron pequefios comparados 

con los reportados en sistemas de micelas invertidas (65,87). 

Tabla X. Actividad especifica del citocromo c en la oxidacién 

de cloruro de pinacianol por H,0, en agua-isopropanol-gasolina 

blanca. 

  

Gasolina 2-Propanol Agua Act. Especifica. 

(% w/v") (% v/v") (% v/v") (min”’) 

5 90 5 1.7 

10 65 s 2.2 

15 60 5 1.6 

20 7s s 1.5 

25 70 5 1.2 

30 65 5 2.1 

35 60 s 1.8 

40 55 5 1.9 

as 50 5 2.8 

50 45 5 5.2 

5 90 15 NLR.” 

10 75 15 0.6 

15 70 15 1.0 

20 65 15 1.9 

5 70 25 0.7 

5 65 10 1.2 

10 80 10 1.5 

15 75 10 1.7 

20 70 10 1.6 

as 65 10 1.8 

30 60 10 2.8 

35 55 10 4.2 

5 75 320 0.8 

10 70 20 0.8 

Zl volumen total fue de 1 mi. 
> NLR. No bubo reaccién 
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Figura 8. Perfil catalitico del citocromo c en (a} agua-isopropanol-tolueno, (b)agua- 

isopropanol- hexano y (c) agua-isopropanol-gasolina blanca. 
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En algunos casos de micelas invertidas, notablemente en 

el caso de AOT (dioctil sulfosuccinato de sodio} como 

surfactante, el pardmetro W, estd directamente relacionado con 

el tamafio del agregado micelar, medido por dispersién de luz 

y de neutrones (38). Con este pardmetro podemos medir el 

radio hidrodindmico: 

R, = 1.75Wo + 15 (nm) 

Para nuestros sistemas, el W, mds pequefio fue de 0.32 lo 

que daria un R, de 15.56 nm en el cual cabrfa el citocromo c 

sin ningtin problema, ya que fue reportado que la estructura 

del citocromo c asemeja a un prolato con dimensiones 2.5 x 

2.5 x 3.7 nm (21); es decir que, por cada microgota formada 

cabrian 33 moléculas de citocromo c y que, por los resultados 

obtenidos, los w, de 1.2 y 0.8 son los mds adecuados para la 

biocatdlisis con citocromo c. 

En la figura 10 se muestran las grdficas de la 

actividad espectfica del citocromo c con algunos pardmetros 

termodindmicos como la actividad de agua, actividad de 

solvente y la AG de mezclado (medida por la f6érmula 

AG,,,=nRTIx,Lnx,, donde x, es la fraccién mol del solvente) en 

el sistema agua-isopropanol-tolueno. No encontramos una 

correlacién clara de la actividad catalitica con ninguno de 

los pardmetros calculados. 
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Figura 9. Efecto del parametro Wo en la actividad especffica del 

citocromo c en (a) agua-isopropanol-tolueno, (b) 
agua-isopropanol- hexano. 

La actividad termodindmica, que es una medida de la 

disponibilidad de agua, ha sido utilizada con éxito para 

correlacionarla con la actividad catalftica de la lipasa en 
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sistemas bifdsicos (77). La correlacién arrojé una actividad 

é6éptima para la reaccién de esterificacién similar para todos 

los solventes utilizados (77). La AG de mezclado puede ser 

considerada como la facilidad para que la microemulsién se 

forme. Como era de esperarse, todos los valores calculados 

son negativos y no encontramos una correlacién con la 

actividad catalftica del citocromo c. La alta complejidad de 

los sistemas de microemulsiones no nos permitié correlacionar 

la conducta catalitica con pardmetros termodindmicos 

individuales como la actividad del agua, actividad del 

solvente y la energia libre de mezclado. 

5.4 Sistemas monofdsicos bicomponentes 

En la literatura sobre biocatdlisis en medios no 

convencionales se han utilizado pardmetros de hidrofobicidad 

de los solventes puros para los sistemas de mezclas de agua- 

solvente. Evidentemente, las propiedades de los solventes 

puros no son las mismas que las de las soluciones compuestas 

de agua y solvente orgdnico. 

El log P, el pardmetro mds usado hasta ahora, no 

puede ser aplicado a soluciones acuosas de _  solventes 

orgaénicos miscibles en agua. Se detectd la necesidad de 

generar un pardmetro termodindmico de hidrofobicidad de 

soluciones de solvente-agua para correlacionarlo con el 

comportamiento biocatalitico del citocromo c de corazén de 

caballo y la ligninasa de Phanerocheate chrysosporium (ver 

anexo I). 
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Para generar nuestro pardmetro hemos asumido que la 

polaridad del solvente es inversamente proporcional a la 

hidrofobicidad del mismo y que, para mezclas de agua- 

solvente, la hidrofobicidad es directamente proporcional a la 

cantidad de scolvente. Esta Ultima puede ser expresada como la 

actividad de solvente, que -a diferencia de la concentracién- 

representa la cantidad de solvente disponible para el proceso 

de solvatacién. Expresado en férmula, la hidrofobicidad 

seria: 

a, 

* E30) 

donde H es el pardmetro de hidrofobicidad, a, es la actividad 

termodindmica de solvente en la mezcla y el £E,(30) es el 

pardmetro Dimroth-Reichard. El pardmetro de Dimroth-Reichard 

puede ser considerado como un pardmetro de polaridad, medido 

como la energfa asociada al cambio de banda de absorcién de 

un pigmento susceptible a un cambio de carga (66), y se ha 

usado para correlacionar la actividad especifica mdxima del 

citocromo c (79) y como un pardmetro de medicién de los 

efectos de solventes en la biocatdlisis (68). 

En la figura 11 se muestran los resultados del cdlculo 

de la hidrofobicidad a diferentes concentraciones de solvente 

orgdnico utilizando la ecuacién anterior. 

De acuerdo con la figura 11 el pardmetro de 

hidrofobicidad indica que la secuencia en hidrofobicidad es 

la siguiente: metanol< etanol< isopropanol< acetonitrilo< 
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tetrahidrofurano en mezclas acuosas. Este orden correspode 

con la capacidad de estos mismos solventes para disolver 

sustratos hidrofdébicos (como los HPA’s}. Al comparar este 

resultado con otro pardmetro de hidrofobicidad (como log P) 

se puede apreciar que el nuestro es mds adecuado. Por 

ejemplo, basd4ndose en log P el acetonitrilo es un solvente 

menos hidrofébico que el isopropanol (log P = -0.33 y 0.38 

respectivamente) y por lo tanto, su capacidad para disolver 

sustratos hidrofébicos serfa menor, lo cual, segin los 

resultados de experimentos realizados, no es el caso, 

Una vez establecido un pardmetro de hidrofobicidad para 

mezclas de agua-solvente orgdnico, se aplicéd para determinar 

su utilidad en la prediccién de la actividad catalftica en 

sistemas monofdsicos bicomponentes. 

Los ensayos de catdlisis se realizaron con citocromo c 

de corazén de caballo y con ligninasa de P. chrysosporium en 

la oxidacién de cinco sustratos hidrofébicos, utilizando 

cinco solventes orgdnicos miscibles en agua y perdédxido de 

hidrégeno como agente oxidante. Tanto el citocromo c como la 

ligninasa han sido reportados como capaces de llevar a cabo 

reacciones en medios no convencionales (4,81). 

Los experimentos consistieron en la determinacién 

de la actividad especifica del citocromo c y de la 

ligninasa, a diferentes concentraciones de solvente orgdnico. 

Un pardmetro que se obtiene como resultado de estos ensayos 

es la C,,, que es la concentracién de solvente orgdnico en la 

que la actividad especifica mAxima disminuye al 50% y que ha 

sido considerado como una medida del poder de 
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desnaturalizacién de los solventes para las enzimas (figura 

12}. En la figura 12 se muestra la conducta catalitica del 

citocromo c en la oxidacién de tiantreno en concentraciones 

crecientes de tetrahidrofurano, con la cual ilustramos el 

cAlculo de la ¢,,. 
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Figura 11. Parametro de hidrofobicidad (H) para mezclas de 
solventes orgdnicos en agua. THF, tetrahidrofurano; ACN, 

acetonitrilo; ISO, isopropanol; EOH, etanol; MOH, metanot. 

El perfil de actividad catalitica del citocromo ¢ en la 

oxidacién de tiantreno (figura 12) muestra que, a bajas 

concentraciones de solvente (acetonitrilo), hay un aumento en 

la actividad catalitica, hasta un maximo en 35% de 

acetonitrilo. Esto es debido a una disminucién en la 

limitacién de la transferencia de masa del  sustrato 

hidrofébico. A concentraciones m4s altas de solvente (con 
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respecto a la que se logra la actividad mdxima) hay una 

disminucién en la actividad catalftica. Perfiles similares 

han sido encontrados para otras enzimas en sistemas de 

solventes miscibles en agua (10,43). En la tablas XI y XII 

resumimos los resultados de los experimentos en los cinco 

sistemas con los cinco sustratos, para el citocromo c y la 

ligninasa. En las tablas XI y XII adem4s se muestran las 

actividades especificas mdximas, las actividades de solvente 

y agua en la Co y la 4H,,, que es el pardmetro de 

hidrofobicidad en la C,,. 

La disminucién en la actividad catalitica por la 

presencia creciente de solvente orgdnico ha sido explicada 

como una causa del cambio conformacional de la proteina hasta 

su. posterior desnaturalizacién por el cambio en las 

propiedades fisicoquimicas del medio de reaccién. Esto fue 

comprobado por Mozhaev et al. (58) al medir la fluorescencia 

de la a@-quimotripsina en diferentes concentraciones de 

solvente orgdnico. Sus resultados indicaban que el aumento de 

la fluorescencia se debfa a un cambio conformacional de la 

enzima provocado por la presencia de solvente orgdnico. 

Sin embargo, los datos de las tablas XI y XII 

muestran que, tanto el citocromo c como la _ ligninasa, 

presentan diferentes valores de C,, para cada sustrato 

utilizado (con un solo solvente). Es decir, la pérdida de 

actividad no sdélo se debe al cambio conformacional de la 

enzima, sino también hay que tomar en cuenta la naturaleza 

del sustrato, principalmente su hidrofobicidad. La



hidrofobicidad de los sustratos se determinéd como el tiempo 

de elucién del sustrato en una columna de HPLC C.,. fase 

reversa y los valores obtenidos fueron (en minutos): pireno, 

16.25; tiantreno, 12.57; difenilamina, 5.64; azul de 

bromofenol, 0.80 y cloruro de pinacianol, 0.76. En forma 

general, mientras menos hidrofdébico sea el sustrato, la 

actividad de la enzima se mantiene a mayores concentraciones 

de solvente y, por otra parte, mientras mds hidrofébico sea 

el solvente, la protefna se mantiene activa a menores 

concentraciones de solvente. 
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Figura 12. Conducta catalitica det citocromo c de coraz6n de caballo 
en la oxidacién de tiantreno por peréxido de hidrégeno. 
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Tabla XI. Concentracién C,,, actividad de agua y 
solvente e@ hidrofobicidad de la mezcla a la 
concentracion Cy, (Hs,) en la oxidacién de cinco 
diferentes sustratos por citocromo c y peréxido é¢e 
hidrdégeno. 

    

Sustrato/ Ceo a, a, H,, 
solvente (%) 

(mmol/kcal) 

Pireno 
fetrahidrofurano 19.1 0.57 0.96 15.1 
Acetonitrilo 28.0 0.54 0.92 11.7 
Tsopropanol 27.6 0.41 0.94 8.4 
Etanol 32.9 0.36 0.88 6.8 
Metanol 27.8 0.21 0.96 3.8 

Tiantreno 
Tetrahidrofurano 36.6 0.77 0.94 20.6 
Acetonitrilo 52.2 0.73 0.86 15.9 
Isopropanol 57.8 0.59 0.886 12.2 
Btanol 60.0 0.53 0.81 10.3 
Metanol 63.7 0.521 0.63 9.1 

Difenilamina 
Tetrahidrofurano 65.4 0.83 0.93 22.3 
Acetonitrilo 58.0 0.76 0.84 16.6 
Isopropanol 61.5 0.60 0.88 12.4 
Etanol 70.0 0.59 0.76 11.4 

Metanol 67.5 0.54 0.59 9.8 

Azul de bromofenol 
Tetrahidrofurano 62.0 0.83 0.93 22.3 
Acetonitrilo 62.5 0.78 0.83 17.0 
Isopropanol 61.0 0.60 0.88 12.4 
Etanol 59.2 0.53 0.81 10.2 
Metanol 64.9 0.52 0.61 9.3 

Pinacianol 

Tetrahidrofurano 65.2 0.83 0.93 22.3 
Acetonitrilo 73.6 0.84 0.79 18.2 
Isopropanol 64.0 0.61 0.87 12.6 
Btanol 60.7 0.54 0.81 10.3 

Metanol 75.0 0.62 0.512 11.1 

De estos resultados es sobresaliente mencionar que -al 

parecer- la hidrofobicidad del sustrato juega un papel 
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importante en la biocatdlisis en medios no acuosos. El hecho 

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

Tabla XII. Concentracién C.,, actividad de agua y 
solvente e hidrofobicidad de la mezcla a la 
concentracién Cs, (Hs,) en la oxidaciédn de cuatro 
diferentes sustratos por ligninasa y perdxido de 
hidrdégeno. 

  

Sustrato/ Cy a, a B,, 
solvente (%) 

(mmol/kcal) 

Pireno 
Tetrahidrofurano 14.7 0.48 0.97 12.8 
Acetonitrilo 19.1 0.43 0.94 9.2 
Isopropanol 18.8 0.31 0.96 6.3 
Etanol 27.9 0.31 0.91 6.0 
Metanol 21.7 0.17 0.90 2.9 

Tiantreno 
Tetrahidrofurano 18.0 0.55 0.96 14.6 
Acetonitrilo 20.1 0.44 0.94 9.6 
Isopropanol 19.6 0.32 0.96 6.5 
Etanol 26.2 0.31 0.92 5.9 
Metanol 28.1 0.22 0.87 2.9 

Difenilamina 
Tetrahidrofurano 19.3 0.57 0.96 15.2 
Acetonitrilo 24.7 0.50 0.92 6.6 
Isopropanol 25.6 0.39 0.94 8.0 
Etanol 27.1 0.31 0.99 5.9 
Metanol 18.9 0.14 0.91 2.6 

Pinacianol 

Tetrahidrofurano 23.0 0.63 0.95 16.9 
Acetonitrilo 28.0 0.54 0.92 11.8 
Isopropanol 30.0 0.43 0.93 8.9 
Etanol 29.3 0.33 0.91 6.3 
Metanol 15.0 0.11 0.93 2.0 

utilizando pireno como sustrato y sea activo hasta 95% del 

mismo solvente con pinacianol (mds hidrofilico), nos hace 
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pensar en que la particién del sustrato entre el sitio activo 

de la proteina y el solvente orgdnico, es la que regula la 

catdélisis. Para corroborar lo anterior, se determind la 

diferencia de espectros del citocromo c.en ausencia y 

presencia de sustratos. De reportes anteriores sabemos que 

algunos sustratos interactuan con el grupo hemo (sitio 

activo) del citocromo c (82). 

En la figura 13 se muestra la diferencia de espectros 

del grupo hemo al interactuar con pireno o tiantreno. al 

utilizar pireno (al 10% de THF) existe una interaccién 

significativa con el grupo hemo, mientras que al aumentar la 

concentracién del solvente (al 20%) la interaccién con el 

sustrato disminuye, al igual que la actividad catalitica. 

Una situacién similar sucede al utilizar tiantreno como 

sustrato, nicamente que para el tiantreno hay una 

interaccién significativa hasta el 40% de THF y, al aumentar 

a 50% la concentracion del _ solvente, la interaccion 

desaparece. 

Este comportamiento se correlaciona bien con la 

actividad catalftica del citocromo c en la oxidacién de 

tiantreno. Estos resultados apoyan la hipétesis de que no 

solamente el cambio conformacional de las protefnas tiene que 

ver con la disminucién de la actividad catalitica sino 

también la particién del sustrato entre la proteina y el 

solvente. 

Apoyados en el reporte de Ryu et al. (68) quienes 

indican que la particién de sustrato por el sitio activo 

y el medio estd controlada por interaciones hidrofébicas, 
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probamos mejorar la particiédn hacia el sitio activo, 

incrementando la hidrofobicidad de la cavidad del sitio 

activo. Para lo anterior, se ensayaron dos modificaciones 

genéticas de citocromo c de levadura y una modificacién 

quimica del citocromo c de corazén de caballo. También se 

evaluaron dos hemoproteinas mas (cloroperoxidasa y 

hemoglobina) en la oxidacién de pireno en tetrahidrofurano. 
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Figura 13. Espectro de diferencia det citocromo c con tiantreno (a) y pireno (b). 

Los porcentajes representan la concentracién de THF en la mezcla de reacci6n. 

En la tabla XIII se muestran los valores de la actividad 

especifica méxima y los valores de la C,, para las diferentes 

hemoproteinas ensayadas, asi como de las modificaciones del 

citocromo c de levadura y de corazén de caballo. Los valores 
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de la C, no varfan significativamente. Al parecer la 

hidrofobicidad cercana al sitio activo no es muy diferente 

para los diferentes catalizadores considerando, los cambios 

de hidrofobicidad del medio de reaccién. 

Con el propésito de encontrar un modelo matemdtico, para 

predecir el efecto de ios solventes en la biocatdlisis con 

citocromo c y ligninasa, el valor de la Hy fue 

correlacionado con la polaridad del solvente [E,(30)} (figura 

14). Se encontré una correlacién lineal para el citocromo c y 

la ligninasa, como se muestra en la figura 14. Esta 

correlacién puede predecir el valor de la H,, Para todos los 

solventes y todos los sustratos utilizados, segin las 

Siguientes ecuaciones: 

= 3 nt 46.7 - 0.69 E,{30) para el citocromo c 

so = 39.9 - 0.66 E,(30) para la ligninasa 

Tabla XIII. Actividad especifica maxima y 
concentracién c,, en ila oxidacién de pireno en 
tetrahidrofurano por diferentes hemoproteinas. 

Hemoproteina Actividad mdxima Cen 
(min™') (% v/v) 

Cloroperoxidasa 2291 19.9 
Hemoglobina 1.13 22.1 
Citocromo c-PEG* 15.24 17.9 
Phe&82Gly” 5.09 16.8 
Lys79Ala” 2.62 19.4 

* Modificacién quimica del citocromo c¢ de corazén de 
caballo 

» Modificaciones genéticas del iso-1-citocromo c de 
levadura. 
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La proyeccién de la linea de correlacién de la figura 14 

hasta una hidrofobicidad de cero (H=0), e1 cual corresponde 

al de 100% de agua en el sistema (a,=0), se ajusta al valor 

del E,(30) dei agua (61.3 kcal/mol) (66). En conclusién, el 

valor de la hidrofobicidad (dado por H}, parece ser un buen 

pardmetro para predecir la actividad en mezclas acuosas de 

solventes miscibles en agua. 

Con el propésito de determinar la utilidad del pardmetro 

H en otros sistemas biocataliticos, obtuvimos la C,, de otras 

hemoproteinas como la cloroperoxidasa, la peroxidasa de 

rabano blanco y ademds usamos los valores de la literatura 

para la peroxidasa de rdbano blanco y la lactoperoxidasa 

(70). Calculamos el valor de H,, para estas enzimas y los 

correlacionamos con los valores de E,(30) de cada  solvente 

(ver anexo II). Como se muestra en la figura 15, las lineas 

de tendencia son muy similares a la del citocromo cc y 

ligninasa, mostrando excelentes coeficientes de correlacién. 

Por lo tanto, el pardmetro H de hidrofobicidad parece ser muy 

util en la determinacién del efecto de los solventes en la 

biocat4lisis de hemoproteinas o hemoenzimas con actividad 

peroxidasa. 
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6 Conclusiones 

El citocromo ¢ es capaz oxidar diferentes sustratos en 

sistemas conteniendo solventes orgdnicos. 

El citocromo c es estable a la incubacién a diferentes 

condiciones de presién y temperatura en CO, supercritico. 

No se detect6é actividad catalftica del citocromo c en la 

oxidacién de pireno en cO, supercritico. 

En los sistemas de microemulsiones, el citocromo c es 

activo en concentraciones de agua de hasta el 5%. 

En microemulsiones no se encontré correlacién entre la 

actividad de agua, actividad de solvente o energfa libre de 

mezclado y la actividad catalitica del citocromo c. 

Se desarrollé un nuevo pardmetro para la estimacién de la 

hidrofobicidad de mezclas acuosas de solventes orgdnicos. 

El nuevo concepto de hidrofobicidad puede ser usado para 

predecir la actividad catalf{tica del citocromo cc, 

cloroperoxidasa, ligninasa, peroxidasa de rdAbano blanco y 

lactoperoxidasa 
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Abstract 

A aew hydrophobicity parameter for watcr-organi¢ salvent mixtures is proposed. This hydrophobicity concept (/f) 

includes the thermodynamic activity of solvent and solvent polarity parameter from Dinvoth-Reichardt transition 

energy [£,(30)]. Solvent hydrophobicity (#4) was a useful tool for the prediction of the threshold concentration Cyq 

for biocatalytic oxidation of five hydrophobic substrates with lignin peroxidase and cytuclueme c. in aqueous 
solutions of water-miscible organic solvents. 
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1. Introduction tors that can alter its native, aqucous-based 
structure and function. Physical properties of 

pure solvents, such as logarithm of the partition 

coefficient octanol, water (log P), have been used 
to predict the enzyme behaviour in organic sol- 

vent (Laane ct ai. 1987: Halling, 1990; Manjon 
et al.. 1992). Most of these studies were per- 

formed in pure organic solvents containing low 
amounts of water. However. the log P cannot be 

* Corresponding author, Fax: + $2 73 172388; email: vazq- applicd for aqucous mixtures containing water- 
duh@eibLunam.ma miscible organic solvents. 

The use of organic solvents in biocatalysis in- 

duced a rapidly expanding biotechnological field 
(Zaks and Klibanov, 1988; Khmelnitsky ct al., 

1988; Dordick, 1989}. A biocatalyst placed into 

Non-aqucous medium is subjected to many fac- 
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Increasing concentrations of water-miscible or- 

ganic solvents into aqueous solutions results in a 
decrease of enzymatic activity. Threshold concen- 
tration (Cy) is the organic solvent concentration 
at which half-inactivation occurs (Khmelnitsky ct 

al., 1988, 1991; Vazquez-Duhalt et al., 1993b). 
Inactivation at high organic solvent concentration 
has been correlated with changes of protein struc- 

ture (Mozhaev ct al., 1989; Ryu and Dordick, 
1992). Disruption of non-covalent forces, includ- 
ing hydrogen bonding, and ionic, hydrophobic 

and van der Waals interactions, can lead to de- 
crease in catalytic activity. A mathematical model 
describing the solvent cffect on catalytic activity 
has been proposed (Khmelnitsky et al, 1991). 

However, several exceptions have been found, and 
extensive experimental work should be done to 
obtain confident thermodynamic predictions 
(Halling, 1994), 

In this work, a new numeric concept for hydro- 
Phobicity of water-organic solvent solutions is 
proposed. This hydrophobicity parameter has cor- 
related with the biocatalytic behaviour of lignin 
peroxidase and cytochrome ¢. 

2. Materials and methods 

2.4. Chemicals 

Lignin peroxidase. partially purified, was ob- 
tained from Ticnzyme Inc. (State College. PA). 

Cytochrome ¢ from horse heart, yeast cytochrome 
c, chloroperoxidase from Calduriomyces fumago, 

human hemoglobin, and pinacyanol chloride were 
obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, 
MO). Pyrene, thianthrene and diphenylamine 
were purchased from Aldrich (Milwaukee, WI). 
Bromopheno] blue and protein reagent were ob- 
tained from Bio-Rad Laboratories (Richmond, 

CA). The high-performance liquid chromatogra- 

phy (HPLC)-grade solvents acetonitrile, iso- 
propanol, cthanol, methanol and tetrahydrofuran 
were obtained from Merck (Darmstadt, Ger- 
many). Tetrahydrofuran was distilled in the pres- 
ence of ferrous sulphate to eliminate peroxides. 
Buffer salts and hydrogen peroxide were pur- 
chased fron J.T. Baker (Phillipsburg, NJ). Iso-1- 

cytochrome ¢ variants were a gift from Dr. A. 
Grant Mauk (Department of Biochemistry and
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Fig. 2. Threshold concentration (Cy) of thianthrene oxidation in acclonitrile by horse heart cytochrome ¢ in the prescnce of hydrogen peroxide 

Molecular Biology, University of British Colum- 
bia). Poly(cthylenc)glycol-modified cytochrome ¢ 
was prepared as previously reported (Vazqucez- 
Duhalt’ et al, 1993b) by using activated 
poly(cthylene)glycol (MW 5000). 

2.2. Protein determination 

Protein concentrations were estimated by 
protein measurement with the Bio-Rad procedure 
and by spectrophotometry using the extinction 
coefficients, as previously reported (Torres ct al., 
1995). 

2.3. Reaction conditions 

Specific activities of lignin peroxidase from 
Phanerochaete chrysosporium were estimated in a 
I-ml reaction mixture containing from 1.4 to 7.2 
nM of enzyme and 20 jM substrate (pyrene, 
thianthrene, diphenylamine, or bromophenol 
blue) in 40 mM _ succinate buffer pH 4.0 with 

different concentrations of water-miscible organic 

solvent. When pinacyanol chloride was used the 
substrate concentration was 5 yg/ml. Reactions 
were started by adding 40 4M hydrogen peroxide. 

Reactions with horse heart cytochrome ¢ were 
performed using from 140 to 440 nM of cy: 
tochrome c in 60 mM phosphate buffer pH 6.1 
with different concentrations of organic solvent. 
One ml cytochrome reactions were started by 
adding | mM hydrogen peroxide. For chloroper- 
oxidase the buffer solution was 60 mM sodium 
acetate (pH 3.0). Reactions of all the other hemo- 
proteins were carried out in 60 mM _ phosphate 
buffer (pH 6.1). 

The reaction progress was monitored spec- 
trophotometrically as a decrease in absorbance 
and by using the following extinction coefficient 
(mM ~!' cm~'): 32.6 for pyrene at 335 nm; 35.0 
for thianthrene at 254 nm; 13.6 for diphenylamine 
at 279 nm; 82.35 for pinacyano! chloride at 603 
nm; and 77,24 for bromophenol bluc at 595 nm. 
The specific activity is defined as the number of 
substrate molecules transformed by 1 molecule of 
protein per time unit
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Biocatalyne activity, threshold concentration (Cy). solvent (ay) and waler (ay) activities, and mixture hydrophobicity at Cy 

concentrations (#f4,) for the biocatalytic oxidation of different substrates by lignin peroxidase and hydrogen peroxide 

  

  

Substrate/Solvent Maximunt activity (min ') Cry CANINE as. aw Hy, (amol cat) 

Pyrene 
Tetrahydrofuran 17.5 14.7 0.48 0.97 128 

Acetonitrile 61.2 19.1 0.43 0.94 92 

Isopropanol oy 18.8 0.31 0.96 63 

Ethanol 28.2 279 Ou 0.9% 6.0 

Methanol S74 217 O17 9.90 29 

Thianthrene 

Tetrahydrofuran 458 18.0 0.85 0.96 14.6 

Acetonitrile 976 20.1 0.44 0.94 26 

Isopropunol OS 19.6 0.32 9.96 $ 

Ethanol 55.0 26.2 Os 9.92 59 

Methanel 34 28.1 0.22 O87 1 

Diphenytamine 
Tetrahydrofuran 58.4 49.3 0.57 0.96 15.2 

Acetonitrile 646 247 9.30 0.92 6.6 

Isopropanol 59.5 25.6 0.39 0.94 80 

Ethanol 34.3 274 Oi 0.99 59 

Mcthanol $2.3 18.9 O14 oot 2.6 

Pinacyanol 
Tetrahydrofuran 2744 23.0 063 0.98 16.9 

Acetonitrile 390.3 280 0.54 aor 1s 

Isopropanol 364.3 M0 043 O93 BY 

Ethanol 304.0 29.3 O48 O91 6% 

Methanol 157.5 15.0 Ol 0.93 20 

2.4, Analytical methods 

Substrate hydrophobicity was estimated by 

HPLC on a Waters (Millipore) system with a UV 

detector. Substrate hydrophobicity was deter- 

mined as the clution time on a reverse-phase 

column Resolve C,, 5 # (3.9 x 150 mm). The 

elution solvent was acctonitrile-water (60:40 v/v) 

at a flow rate of | ml/min. 

Ligand binding of substrate compounds to cy- 

tochrome c was detected with the spectrum 

change as previously reported (Vazquez-Duhalt et 

al., 1993a). Spectrum change was detected in a 

Beckman DU-650 spectrophotometer. The sample 

(1 ml) contained 5 ¢M cytochrome ¢ and 40 #M 

substrate in phosphate buffer with different pro- 

portions of organic solvent. The blank consisted 

of 5 7M cytochrome in the same organic solvent 

concentration. 

  

3. Results and discussion 

Polarity of pure organic solvent can be csti- 

mated by using an empirical parameter described 

by Dimroth-Reichardt (Reichardt. 1979), £,(30), 

which represents the ability of different solvents 

to solvate polar fragments measured by soiva- 

tochromism. This parameter has been derived 

trom the principle of lincar rclationship between 

{ree cnergies (LFE relationships). The £,(30) 

value has been introduced by Khmelnitsky ct al. 

(1991) in a thermodynamic model for cnzyme 

denaturation by organic solvents. However, with 

this model, which also includes log P valuc, sev- 

eral exceptions were found. Correlations have 
been found between £,(30) value and maximum 
specific activity of cytochrome ¢ (Vazquez-Duhalt 

et al., 1993b), and a solvent effect parameter (Ryu 

and Dordick, 1992). 
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Substrate Solvent 4 

tions (/4,,) for the biveatalytic oxidation of different substrates by cytochrome ¢ und hydrogen peroxide 

  

  

  

  

  
Maximunt activity (nin hy Hog emolical) 

Pyrene 
Tetrahydroturan Lo wd 0.37 0.96 15.3 
Acctomnile ia 26.0 asa 092 Wh? 
Isopropaniol 09 16 oat 0.94 84 

Ethanol 16 Wy 0.16 0.88 GR 
Methanol (7 278 0.25 0.86 48 

Thianthrene 
Tetrahydrofuran 27 36.6 0.77 0.98 20.6 
Acetomtrite 70 0.73 0.86 15.9 
Isopropanol 63 S78 0.59 0.88 122 

Ethanol 58 60.0 0.53 ost 10.3 
Methanol 62 637 0.51 0.63 9.1 

Diphenylumine 
Tetrahydrofuran 45 65.4 0.83 0.93 223 
Acetonitrile 93 58.0 0.76 0.84 16.6 
Isopropanol 83 61.5 0.60 0.88 124 

Ethanol 67 70.0 0.59 0.76 114 
Methanot 94 675 0.54 0.59 98 

Bromophenol 
Tetraydroturan 29 62.0 083 0.93 22.3 

Acetomirile 47 62.5 0.78 0.83 17.0 

fsopropanol 56 oto 0.60 0.88 124 

Ethanol 63 59.2 0.33 0.81 10.2 

Methanol 43 649 0.52 0.61 93 

Pinacyanol 
Tetrahydrofuran 14.1 65.2 0.83 0.93 23 

Acetonitrile 29 76 O84 0.79 18.2 

Lsopropinol 164 40 0.61 0.87 12.6 

Ethanol 234 00.7 0.54 08! 10.3 

Methanol 15.4 0.62 0.51 tt 

We assume that the solvent polarity is inverscly 

correlated with the solvent hydrophobicity and 

that, for a water-organic solvent mixture, the 

hydrophobicity is dircetly correlated with the or- 

ganic solvent concentration. This may be ex- 

pressed by the following cquation: 

ay 

E,(30) 
  

where H is the hydrophobicity parameter and 

ag is the thermodynamic activity of organic sol- 

vent in the mixture. In contrast to concentrations, 

78.0 

thermodynamic activitics represent the available 

amount of organic solvent for the solvate process. 

The solvent activities (as), in aqueous solutions, 

were determined by using isothermal data for 

vapor-liquid equilibrium at 25°C, and calculated 

by NRTL cquations (Gmehling et al, 1981). 

Thus, the hydrophobicity of an aqueous mixture 

of watcr-miscible organic solvent could be defined 

by the organic solvent activity (as) divided by the 

transition energy as Dimroth-Reichardt parame- 

ter. Fig, | shows the hydrophobicity parameter at 

different concentrations of organic solvent. In 
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Fig. 3. Difference spectra of cytochrome « with thianthrene (A), and pyrene (8) ‘The percentage values represent the letrahydrofuran 
concentration in the binding reaction mixture. 

contrast to the log P, the hydrophobicity parame- 
ter (A) is correlated with the capacity to dissolve 

hydrophobic compounds, such us polycyclie aro- 

matic hydrocarbons (PAH) in aqueous solutions 
containing water-miscible organic solvents. For 

example, solutions containing acctonitrile (log 

P = - 0.33) are able to dissolve larger amounts 

of PATI than isopropanol (log P = 0.38) solu- 

tions, beside the lower log P value, However, at 

any concentration, in volume basis, the acctoni- 
trile solutions show higher hydrophobicity valuc 

(4) than the isopropanol ones (Fig. 1). 

Lignin peroxidase and cytochrome c biocataly- 
ses were carried out with the aim of testing our 

hydrophobicity parameter for the prediction of 

catalytic activity in mixtures containing water- 

miscible organic solvents. Biocatalytic oxidations 
of 5 hydrophobic substrates in 5 different water- 

miscible organic solvents were performed in the 

presence of hydrogen peroxide. Lignin peroxidase 

is able to oxidize hydrophobic substrates such as 

polycyclic aromatic hydrocarbons to form ketones 

and hydroxyles (Hammel ct al., 1986; Vazquez- 

Duhalt ct al., 1994). Cytochrome c showed perox- 
idase activity (Fujita ct al. 1994), and was able to 

oxidize thiophenes and organosulfide compounds 

(Vazquez-Duhalt ct al, 1993a, Klyachko and 

Klibanov, 1992) and polycyclic aromatic hydro- 

carbons, PAH (Torres ct al., 1995}. Pyrene, thi- 

anthrene, diphenylamine, pinacyanol chloride and 

bromophenol bluc were uscd as substrates. Te- 

trahydrofuran, acetonitrile, isopropanol, ethanol 

and methanol were used as organic solvents. No 
oxidation was detected when biocatilyst or hy- 

drogen peroxide were added alone. 
Hydrophobic substrates showed a threshold be- 

haviour (Fig. 2), in which at low organic solvent 

concentration, the mass action can limit the bio- 

catalytic activity. When the concentration of or- 

ganic solvent is increased, the muss transfer
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limitation is reduced and the biocatalytic activity 
reaches its maximum value (100% activity). Sig- 

hificant enhancement of catalytic activity has also 
been found for some enzymes in systems contain- 
ing low concentration of water-miscible organic 
solvents (Khimelnitsky ct al. 1988; Batra and 

Gupta, 1994). Then, an increase of the organic 
solvent concentration induces a decrease of the 
biocatalytic activity, Threshold concentration 
(Cyp}_ is defined as the specitic organic solvent 

concentration at which half-inactivation occurs 
(Fig. 2). 

Specific threshold concentrations were found 
for cach substrate using both biocatalysts (Tables 
1 and 2). Similarly, differences of C,, values were 

found for cach substrate and the water-miscible 
organic solvent. In general, the lower the solvent 
hydrophobicity, the higher is the solvent concen- 
tration showing activity. On the other hand, the 
lower substrate hydrophobicity, the higher is the 

solvent concentration showing activity. Substrate 
hydrophobicity was determined as the elution 
time of the compound on HPLC system with a 
reverse-phase column (see Methods). This method 
has been used for polarity determination of hy- 

drophobic compounds with P > 1000. valucs 
(Braun et al... 1986). The obtained values were: 

pyrene, 16.25; thianthrenc, 12.57, diphenylamine, 

§.64; bromophenol bluc, 0.80: and pinacyanol 
chloride, 0.76. This behaviour was more conspicu- 

Table 3 
Maximunt specilic activities and threshold concentrations 
(Cy) for pyrene oxsdation in telrahydrofuran-water mixtures 

with different hemoprotems 

    

Hemoproteis Maximum specific Cy, (% vol.) 
acvily (min!) 

Chloroperoxwase 2291 19.9 

Lignin peroxidase 75 147 
Hemoglobin Ly 224 

Horse heart 1.02 23.8 

cytochrome « 
PEG-cylochrome « 18.24 179 

Yeast San ine 
iso-L-vylochrome + 

Phe82Gily viriaat 5.09 16.8 

Lys79AL0 variant 2.62 14 
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Fig. 4. Lignin peroxidase shows a linear correlation between 
the hydrophobicity of solvent mixture at Cy concentration 

(Hy) and the polarity parameter of pure solvent (£;(30)]. Pure 
solvent polarities [£,(30)} in kcal/mol are: tetrahydrofuran, 
37.4; acetonitrile, 46.0; isopropanol, 48.6, ethanol, 51.9; 

methanol, 55.5; and waler, 63.1 (from Reichardt, 1979). 

ous for cytochrome biocatalysis. Tables 1 and 2 

also show the maximum specific activities, ther- 

modynamic activities of solvent and water at Cy 

concentrations, and the system hydrophobicities 

at Coy concentration (Hs), for Signin peroxidase 

and cytochrome c respectively. 
From these results, it seems that the substrate 

properties are the main factor of the bidcatalytic 
behaviour in organic solvent mixtures. This could 
be explained by the substrate partitioning between 
the active site (heme) and the bulk solvent. Sub- 

strates can interact with the heme group of cy- 
tochrome c as ligand (Vazquez-Duhalt ct al., 

1993a), detected by difference spectra. Fig. 3 

shows the difference spectra of horse heart cy- 

tochrome ¢ with pyrene and thianthrene in differ- 
ent THF concentrations. Pyrene showed a strong 

interaction at 10% THF and no interaction could 

be detected at 20% THF. Thianthrene showed an 

interaction with the heme prostlictic group at 40% 

THF, while no interaction has been detected at 
50% THF. These substrate interactions are corre-
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lated with the decrease of activity when the con- 
centration of orginic solvent ix inercased. 

Ryu and Dordick (1992), working on phenols 

oxidation by horseradish peroxidase, suggested 
that the substrate partitioning into the enzyme’s 
active site in non-aqueous media is solely gov- 
erned by hydrophobic interactions. We have tried 

to modify the interaction behaviour by changing 

the heme pocket in the protein. This was done by 

using different hemoprotcins, and by using site-di- 
rected variunts of iso-l-cylochrume ¢ from Sac- 

charomyces cerevisiae. Three variants of ycast 

cytochrome, three hemoprotcins, and two 
hemocnzymces were tested for threshold concen- 

tration of tetrahydrofuran in pyrene oxidation 

(Table 3). In spite of differences in the nature of 

residues placed close to heme group (active site 

pocket) for the different hemoproteins, only slight 
differences of solvent effect on catalytic activity 
have been found. 

With the aim to find a mathematical model able 
to predict the solvent effect on biocatalysis. the 
Hy value was used and correlated with the sol- 
vent polarity (£,(30)}. A lincar correlation has 

been found for both biocatalysts, lignin peroxi- 
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Fig. $. Cytochrome ¢ shows a linear correlation between the 
hydrophobicity of solvent miature at C4, concentration (41) 

and the polarity parameter of purc solvent [E(30)). Pure 
solvent polarities are shown in Fig. 4 legend. 

dase and cytochrome c¢ (Figs. 4 and 5). This 
correlation can predict the H,, value for all sol- 

vents and ull substrates. us follows: 
Hy = 39.9 — 0.66 £,(30) for lignin peroxi- 

dase 
Hy, = 46.7 — 0.69 E,(30) for cytochrome ec. 
Moreover, in both cases the line projection to a 

hydrophobicity value of zero (H = 0), which cor- 

responds to [00% water in the system (a, = 0), 

matched with the £,(30) value for water (61.3 

kcal/mol). 

Thus, our hydrophobicity value (44) scems to 
be a good solvent parameter for aqueous mixtures 
containing water-miscible organic solvent. On the 
other hand. the substrate partitioning between 
active site and bulk solvent may determine the 

calalytic behaviour in systems containing organic 

solvents. This substrate partitioning may deter- 
mine the Cy, valuc before changes of protein 
structure leading to the inactivation. Biocatalytic 
oxidation of hydrophobic compounds cannot be 
envisaged without a lavourable substrate purti- 

tioning between active sile and bulk solvent. 
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Abstract 

The effect of different water-miscible organic solvents on biocatalytic activities of chloroperoxidase from Caldariomyces 

fumogo and horseradish peroxidase was determined. A new hydrophobicity parameter for water-organic solvent mixtures 

was used to predict the enzyme behavior. This thermodynamic concept of hydrophobicity also describes the catalytic 

behavior of three other biocatalysts with peroxidase activity. So far, all reported data of peroxidase activity in increasing 

concentrations of water-miscible organic solvents are effectively predicted by the thermodynamic model presented in this 

work, © 1997 Elsevier Science B.V. 

  

1. Introduction 

Enzymatic catalysis in organic solvents has 

opened a new field in the biotechnological ap- 

plications of proteins {1-3]. Four main advan- 

tages could be obtained by using organic sol- 

vents in catalytic systems: (a) Hydrophobic sub- 

strates that have a serious mass transfer limita- 

tion in aqueous systems could be biotrans- 

formed, such as polycyclic aromatic hydrocar- 

bons [4] and asphaltenes [5]. (b) Reactions which 

are thermodynamically impossible in aqueous 

systems could be performed in organic solvents, 

such as peptide synthesis by proteases [6], trans- 

esterification by lipases [7], and condensation of 

  

“Corresponding author. Biotechnology institute U.N.AM.. 
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glucose by glucosidase to obtain disaccharides 

[8}. (c) In a low water media several enzymes 

are more thermostable than in aqueous systems, 

allowing the performance of biocatalytic reac- 

tions at high temperature [9}. (d) Finally, from 

an industrial point of view, products and en- 

zyme recovery after reaction could be casicr 

from organic solvents than from water, because 

of the high vapor-pressure of organic solvents. 

During the last decade several studies have 

been focused on the use of physical properties 

of solvents to predict the catalytic behavior of 

enzymes in organic solvents [10-14]. The most 

common being the logarithm of the partition 

coefficient octanol/water (log P) of pure sol- 

vent. Nevertheless, this parameter is far from 

being general [8], and it cannot be applied for 

aqueous mixtures containing water-miscible or- 

ganic solvents. In this work, the biocatalytic 

1381-1177/97/$17.00 © 1997 Elsevicr Science BV. All nights reserved, 

PH $1381-1177(97)00030-1 
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for peromdases and cytochrome © 

behavior of five-peroxidases is correlated with a 

new hydrophobicity parameter. 

2. Experimental 

2.1. Chemicals 

Purified chloroperoxidase (R, = 1.41) from 
Caidariomyces fumago was a gift from Profes- 

sor M.A. Pickard (University of Alberta, 

Canada). Horseradish peroxidase, pyrene, hy- 

drogen peroxide and guaiacol were obtained 

from Sigma Chemical (St. Louis, MO). HPLC- 
grade solvents, tetrahydrofuran, acetonitrile, iso- 

propanol, ethanol, and methanol, were pur- 

chased from Fisher Scientific (Springfield, NJ). 

Buffer salts were obtained from J.T. Baker 

(Phillipsburg, NJ). 

Table 1 
Threshold concentration (Cy). organic solvent activity and hy- 
drophobicity of the solvent system at Cy, concentrations (Hg,) for 
the peroxidase activity in watcr-organic solvent media 

2.2. Reaction conditions 

Chloroperoxidase activity was estimated in | 

ml reaction mixture containing 20; pyrene, 
20 mM KCI and different proportions of water- 
miscible organic solvents in 60 mM _ acetate 

buffer pH 3.0. The reaction was started by 
adding 0.25 mM hydrogen peroxide, and moni- 

tored at 335 nm. The specific activity was deter- 

mined by using an extinction coefficient of 32.6 
mM~! cm7! for pyrene [4]. Activity of 
horseradish peroxidase was estimated as the 

absorbance increase at 470 nm in 1 ml reaction 

mixture containing 16 mM _ guaiacol, |! mM 

hydrogen peroxide, and different proportions of 

water-miscible organic solvents in a 60 mM 

phosphate buffer pH 6.1 [15]. 

  

a, Hy (nmol /cal) 
  

Enzyme Organic solvent Cy, (v/v) Ref. 

Chloroperoxidase tetrahydrofuran 17.0 this work 

acetonitrile 18.5 this work 

isopropanol 325 this work 
ethanol 22.0 this work 
methanol 26.0 this work 

Horseradish peroxidase tetrahydrofuran 18.0 this work 
acctone 35.0 [19] 
acetonitrite 20.0 this work 
methanol a) Us} 
ethylene glycol 34 l9} 

Lignin peroxidase tetrahydrofuran 14.7 lel 
acetonitrile 19.1 [16] 
isopropanol 18.8 Us] 
ethanal 29 [16] 
anethanol uy (16} 

Lactoperoxidase acetone 35.0 U9} 
methanol 38.0 (19) 
ethylene glycol 36.6 9) 

Cytochrome ¢ tetrahydrofuran 19.1 [16] 
acetonitrile 28.0 (6) 
isopropanol 276 (6) 
ethanol 29 le} 
methanol 278 (16) 

O82 13.9 

042 91 

O43 88 

O28 48 

020 3.6 

O55 147 

048 14 

044 96 

Os 27 

O13 23 

O48 12.8 

043° 92 

O31 6.4 

O31 60 

O17 29 

048 114 

O17) 31 

O14 25 

O57) 15.1 

054 11.7 

O41 84 

O%G 68 

O21 38 
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3. Results and discussion 

Organic solvent concentrations at which half 
of the maximum activity is obtained (C,,) were 

determined for chloroperoxidase and horseradish 

peroxidase in different aqueous mixtures of wa- 

ter-miscible organic solvents (Table 1). In addi- 
tion, literature data of four other enzymes (lignin 

peroxidase, horseradish peroxidase, lactoperoxi- 
dase, and cytochrome c) have been used. 

In a recent study we have proposed a new 

hydrophobicity parameter for water-organic 

solvent mixtures [16]. This hydrophobicity con- 
cept (H) was obtained considering the substrate 

Partitioning between the active site of the en- 

zyme and the bulk solvent mixture (Fig. 1). 
Increasing the solvent hydrophobicity (H), the 
substrate is partitioned preferably from the ac- 

tive site toward the solvent, reducing the biocat- 

alytic activity. Substrate interaction with active 

site of the enzyme decreases when hydrophobic- 

ity of the solvent is increased [16]. This new 

hydrophobicity parameter (#1) is directly corre- 
lated with the thermodynamic activity of the 

organic solvent (a,) in the mixture, and in- 
versely correlated with the solvent polarity 

(E,(30)]: 

a, 

H E,,(30) 

We have used thermodynamic activities, for 

different organic solvent concentrations (a,), 
determined from isothermal data for vapor— 

liquid equilibrium at 25°C, and calculated by 

the NRTL equations [17]. In contrast to concen- 

trations, thermodynamic activities represent the 

Enzyme Solvent 

sSs 
A moO Ts As 

SsS 

available amount of organic solvent that partici- 
pates in the total hydrophobicity of the system. 

Thermodynamic activity of solvent (a, = y,[ X,)) 
in an aqueous solution of a water-miscible or- 

ganic solvent at any concentration can be deter- 

mined by the NRTL equation: 

=x2 —— 
InyaX, Xt Xen 8A 

st Ay! 

Ay en CAL /ATY 2 

| 
(Ay/RTe 804/42 
(X, + Xr canrzeny? 

in which y, is the activity coefficient of the 
solvent, X, and X, are the molar fractions of 
water and organic solvent, respectively, R is the 

gas constant in cal/mol-K, 7 is the tempera- 

ture in K, @ is the nonrandomness parameter, 

and A, and A, are parameters for the interac- 

tion between components (water and organic 

solvent). The parameters for the NRTL equa- 

tion, A,, Ay, and @ are available in the litera- 
ture for several aqueous—organic systems [17]. 

Organic solvent polarity was estimated by the 

Dimroth-Reichardt parameter [ £,(30)], which 
is an empirical parameter for solvent polarity 
and is directly related to the free energy (AG) 
of the solvation process [18]. This solva- 

tochromic parameter includes the total sum of 
the interactions between the solute and the sol- 

vent molecules by measuring the change in the 

molecular structure of a dye in different sol- 

vents. The solvent polarity parameter is ob- 

tained from the change in the electron transition 

energy of a negatively solvatochromic dye (Re- 

AG° =—RTIn [Al sotvent 

(A) enzyme 

Fig. 1. Substrate partitioning belween the active sinh et enzyme and bulk solvent 
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Fig. 2. Linear correlation between the hydrophobicity of solvent 

miature at Cy concentration (H,,) and the polarity paraincter of 

the organic solvent [£,(30)]. Pure solvent polarities, £7(30), in 

kcal/mol are: Tetrahydrofuran, 37.4; acetone, 4 acetonitnic, 

46.0; isopropanol, 486, cthanul, 519, methanol, 55.5, and elhy- 

Tene glycol, $63 (from Re.chardt (18). 
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ichard’s dye), which is a pyridiniophenolate. 

The transition energies {£,(30)} can be used 
directly as empirical parameters of the solvent 

polarity [18] and were calculated with the fol- 
lowing equation: 

E,,(30) [kcal/mol] = hu = ol < } N 

in which A is Planck’s constant, uv is the light 

frequency, ¢ is the velocity of light, A is the 
wavelength, and N is Avogadro's number. 

Table 1 shows the values of Hyg, which is 
the hydrophobicity of the solvent system in 

which half of the maximum peroxidase activity 
is found. In other words, it is the hydrophobicity 

of a solvent system at the Cg concentration. 
Fig. 2 shows that a linear correlation has been 
found for all peroxidases and for cytochrome ¢ 

between the value of Hs, and the solvent polar- 
ity [£,(30)]. This linear correlation has also 

been obtained for different substrates, including 

pyrene, in the cases of lignin peroxidase and 

cytochrome c [16]. Our results show that thresh- 

old_concentrations Hey of horseradish peroxi- 

dase, chloroperoxidase, and lactoperoxidase can 

also be predicted for all solvents and substrates, 

as follows: 

Hsq= b — al Ey(30)] 

Thus, this new hydrophobicity parameter, which 
is defined by both the thermodynamic activity 
of the organic solvent and the solvent polarity, 

predicts the biocatalytic behavior of four peroxi- 
dases and cytochrome c in systems containing 

water-miscible organic solvents. So far, all 

available data of peroxidase reactions in water- 
miscible organic solvents fit the proposed math- 

ematical model showing excellent correlation 

coefficients. 
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