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Evaluacidon del potencial de dos perédxidas para su
aplicacion en biorremedacion de compuestos organicos
recalcitrantes

Assessing two different peroxidases” potential for
application in recalcitrant organic compound
bioremediation

N elson Caicedo, Edgar Gutiérrez, Rodrigo Torres*.

RESUMEN

El presente trabajo demuestra el promisorio futuro que presentan las enzimas cloroperoxidasa del hongo
Caldariomyces fumago (CPO) y la peroxidasa de palma real (Roystonea regia, PPR), dos peroxidasas de diferente
fuente (microbiana y vegetal), usadas como biocatalizadores para aplicacién en biorremediaciéon de compuestos
organicos recalcitrantes. Para este estudio, se evalu6 la actividad catalitica tipo peroxidasa, en sistemas de fase
orgénica, de cada una de las enzimas empleando diferentes compuestos modelos tales como: PAH's (pireno y
antraceno), 6rgano nitrogenados (difenilamina), moléculas monoaromaéticas tipo fendlicas (guayacol), y colorantes
[(naranja de metilo y ABTS (2.2 Azinabis (6- acido surfonic-3- etilbenzotinzolina))]. Los sistemas de reaccion
estuvieron compuestos por mezclas monofésicas de agua: solvente organico miscible (metanol, etanol,
isopropanol, acetonitrilo, tetrahidrofurano, dimetil sulféxido, etc.), sobre los cuales se evalué la actividad catalitica
de ambas peroxidasas.

En la mayoria de los ensayos se observo actividad catalitica de las dos enzimas sobre los sustratos evaluados.
Sin embargo, para el caso del naranja de metilo y algunos PAH's, la PPR no mostro capacidad de oxidacion
biocatalitica. A su vez, fue la enzima que mostré mayor tolerancia a los solventes evaluados, bajo los cuales vio
mejorada apreciablemente su actividad cuando se emplearon sustratos de baja hidrofobicidad. Con los datos
experimentales se calculd el kcat, como pardmetro cinético, el cual sirvié para comparar el desempefio
biocatalitico de cada enzima sobre los sustratos.

Palabras clave: biocatélisis en fase orgénica, biorremediacion, peroxidasas.

ABSTRACT

This work shows the promising future presented by the following enzymes: Chloroperoxidase (CPO) from
Caldariomyces fumago and royal palm peroxidase (Roystonea regia, PPR). These peroxidases were obtained from
different sources (microbial and vegetable) and used as biocatalysts for applicating them in bioremediation of
recalcitrant organic compounds. Each one of the enzymes' peroxidase catalytic activity was evaluated in organic
phase systems, using different model compounds such as: PAHs (pyrene and anthracene), organic-nitrogenated
compounds (diphenylamine), monoaromatic phenolic molecules (guayacol) and dyes (methyl orange and ABTS).
The reaction systems were composed of mono-phase water mixtures and organic miscible solvent (methanol,
ethanol, isopropanol, acetonitrile, tetrahydrofuran, dimethyl sulfoxide and dimethyl formamide), on which
both peroxidases' catalytic activity was evaluated.

The two enzymes' catalytic activity was observed on the evaluated substrates in most of these assays. However,
PPR did not show biocatalytic oxidation for methyl orange dye and some PAHSs. This enzyme did show the best
tolerance to the evaluated solvents. Its catalytic activity was appreciably enhanced when low hydrophobic
solvents were used. The kcat was calculated from this experimental data (as kinetic parameter) leading to each
enzyme's biocatalytic performance on substrates being compared.

Key words: organic phase biocatalysis, bioremediation, peroxidase.
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INTRODUCCION

El uso de combustibles fosiles para la generacién de
energia y como materia prima para la industria quimica
ha producido, durante el Gltimo siglo, un amplio
espectro de compuestos organicos naturales y
sintéticos (xenobioticos), muchos de los cuales han
generado diversas formas de contaminacién ambiental
(Aitken, 1993). Durante los Ultimos afios, y como forma
de mitigar los efectos generados por estos
compuestos, se ha investigado la capacidad gque tienen
algunas bacterias y ciertos tipos de hongos
ligninoliticos de degradar algunos contaminantes
organicos y compuestos xenobidticos, y su empleo
en la biotransformacion y biodegradacion de
compuestos mono y poliaromaticos (Guha et al.,1999).
Entre los compuestos estudiados se encuentran molé-
culas de tipo monoaromatico como fenol (Buchanan
et al, 1999), hidrocarburos poliaromaticos como
antraceno (Torres ef a/., 1997), benzo(a)pireno, bifenilo
(Vazquez ef al, 1994), metilantracenos, fenantreno
(Field, 1996), pireno (Hammel et al.,1986), compuestos
azufrados como dibenzotiofeno (Vazquez et al., 1994),
colorantes (Shin, 1998), pesticidas y compuestos
organoclorados (Pickard, 1991).

En los procesos de biotransformacion, la
lipofilicidad de los compuestos aromaticos es un factor
critico que impide su biodisponibilidad al ataque
microbiano y, por ende, su asimilacién y degradacion.
Es por ello que las investigaciones recientes se han
enfocado al uso de surfactantes quimicos y biolodgicos
para mejorar las velocidades de remocion, que junto a
la utilizacion de procesos de preoxidacion faciliten una
mejor remocién de estas moléculas organicas. En este
sentido, el empleo de la catdlisis enzimatica se
constituye en una alternativa como proceso de pre-
oxidacion.

El uso de enzimas en aplicaciones para
tratamientos de residuos se propuso inicialmente a
mediados de la década de 1930. Sin embargo, el
concepto del uso de enzimas para el ataque individual
de contaminantes en mezclas de desechos soélo fue
presentado hasta la década de 1970, lo que indica un
reciente incursionamiento de éstas en el campo
ambiental (Karam ef al., 1997). Las enzimas son
moléculas de origen biolégico que catalizan ciertas
reacciones quimicas que de otra manera sucederian
en forma muy lenta a temperatura ambiente; ademas,
logran algunas transformaciones quimicas, dificiles de

obtener mediante el empleo de procesos de
tratamientos quimicos convencionales. Pero tal vez la
caracteristica mas importante de las enzimas es que
son catalizadores altamente especificos, lo que les
podria permitir remover en forma selectiva
contaminantes de interés sobre una matriz dada (suelo
0 agua) y por tanto evitar reacciones innecesarias o
indeseables que pudieran complificar o aumentar el
costo del tratamiento.

Se destaca, en especial, el exitoso papel
desempefiado -durante evaluaciones preliminares- por
muchas enzimas en la remocién de contaminantes
fendlicos y similares. Estos compuestos constituyen
uno de los principales contaminantes regulados
fuertemente por las entidades de control en muchos
paises. Se encuentran en las aguas residuales de
muchas industrias tales como: conversion del carbon,
refinerias, plasticos, resinas, preservacion de la
madera, recubrimientos metalicos, colorantes y
textiles. Con base en lo anterior, algunos investigadores
han propuesto la aplicacion de la biorremediacion
enzimatica como procedimiento alternativo y eficaz
para el tratamiento de estos contaminantes (Aitken et
al,, 1993).

Adicionalmente, se ha establecido y demostrado
que uno de los principales problemas para la
biotransformacion lo constituye la solubilizacion de
compuestos hidrofébicos como mecanismo para
aumentar la biodisponibilidad de las sustancias
organicas. Sin embargo, las limitaciones hidrofébicas
o de transferencia de masa pueden reducirse, por
ejemplo, si se usan solventes organicos solubles en
agua (Dordick, 1989). En este ambito, la oxidacion
catalitica via enzimatica de dichos compuestos
recalcitrantes empleando solventes organicos podria
constituirse en el pilar para el desarrollo de tecnologias
alternativas que permitan facilitar la posterior
transformacion o degradacion mediante tratamientos
biol6gicos y quimicos convencionales.

En este aspecto, el campo de aplicacion de la
biotecnologia de proteinas ha sufrido una rapida
expansién en los Ultimos afios gracias a la introduccion
de solventes organicos en la biocatalisis. Hecho debido
a que algunas enzimas han mostrado capacidad para
catalizar en solventes organicos, reacciones que en
sistemas acuosos serian termodinamicamente
imposibles. La biocatalisis en solventes no acuosos
ofrece nuevas posibilidades para la sintesis bio-
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organica de muchos compuestos quimicos Utiles para
el hombre, el procesamiento de combustibles fésiles
y el tratamiento de aguas y suelos contaminados
(llanes, 1994; Brink et al., 1985).

Las enzimas con actividad peroxidasa son
clasificadas, de acuerdo con el Comité de Nomenclatura
de la Unién Internacional de Bioquimica, como
oxidorreductasas (Dawson, 1988). Estos tipos de
enzimas catalizan reacciones redox en las cuales
atomos de oxigeno o electrones se transfieren entre
moléculas. Para las peroxidasas los electrones son
transferidos a un peréxido, como por ejemplo el
peroxido de hidrégeno. El esquema general de reaccion
es el siguiente:

2AH,+H,0, — & 3 HA-AH +2H,0

Las peroxidasas son enzimas abundantes en la
naturaleza que pueden ser aisladas de diferentes
fuentes: microbiana y vegetal, y presentan diferentes
caracteristicas cataliticas y de estabilidad segln sea
su origen.

Las peroxidasas han mostrado buen potencial y
desempefio como enzimas oxidativas en procesos de
bioconversién de sustratos en fase organica. En
investigacion se ha trabajado ampliamente con
peroxidasas tales como peroxidasa de rabano (HrP)
(Ryu et al., 1992) y cloroperoxidasa (CPO) (Pickard,
1991), debido principalmente a la naturaleza asimétrica
de las reacciones catalizadas por estas enzimas, lo
cual permite la formacion de epoxidos enantiomé-
ricamente puros.

Entre las muchas aplicaciones que han
demostrado tener las peroxidasas hay que resaltar su

buen desempefio para la biorremediacién de corrientes
acuosas industriales, asi como su capacidad oxidativa
sobre varios compuestos recalcitrantes. También se
ha descrito la oxidacion de fenoles por peroxidasas
(Dunford et al., 1987) y haloperoxidasas (Fransen, 1994)
a dimeros y polimeros de fenol, con los cuales pueden
obtenerse resinas fendlicas.

En el presente trabajo se quiso evaluar la
oxidacidn biocatalitica de un grupo de compuestos
aromaticos modelos solubilizados en medios no
acuosos utilizando dos diferentes tipos de peroxidasas:
peroxidasa de palma real y cloroperoxidasa. Ambas
enzimas son consideradas hemoproteinas por
presentar como grupo prostético un grupo hemo unido
en forma no covalente a la estructura proteica.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Los biocatalizadores empleados en los ensayos fueron
las enzimas Cloroperoxidasa (CPO), obtenida a partir
del cultivo del hongo Caldariomyces fumago, y la
Peroxidasa de palma real (PPR), obtenida de las hojas
de la palma real (Roystonea regia) mediante un proceso
de extraccion.

Las sales de los bufferes y el peroxido de
hidrégeno, todos reactivos de grado analitico, J. T Baker
(Phillipsburg, NJ). Los solventes empleados, metanol,
etanol, isopropanol, dimetil sulféxido (DMSO),
dimetilformamida (DMFA), acetonitrilo y tetra-
hidrofurano (THF) fueron todos de grado HPLC Merk
(Darm-stadt, Germany).

Tabla 1. Listado de sustratos evaluados. Sus valores de méxima absorbancia, concentracién y
coeficiente de extincién molar.
Sustrato Méx. absarbancia (nm)| Concentracién (uM) Coeficiente de extincion
molar (M'cm)
Guayacol 471 20000 5200
ABTS 416 500 36000
MCD 279 1000 12200
Naranja de metilo 504 40 16900
Pireno 34 20 32600
Difenilamina 279 20 13600

68




EVALUACION DEL POTENCIAL DE DOS PEROXIDASAS

Los sustratos sobre los cuales se evalud la
capacidad oxidativa de las enzimas fueron: monocloro
dimedona (MCD), ABTS, guayacol, pireno, antraceno,
naranja de metilo, y difenilamina, todos de grado
analitico. En la tabla 1 se muestran los valores de
méaxima absorbancia (nm), concentracion (uM) y
coeficientes de extincién molar para cada uno de los
sustratos evaluados.

Determinacion de proteinas

Las concentraciones de proteina fueron estimadas
mediante el método calorimétrico de Bradford
(Stoscheck, 1980).

Condiciones de reaccion

Para las dos hemoproteinas se desarrollaron sistemas
de reaccién compuestos fundamentalmente por
mezclas de agua: solvente organico miscible. Para la
cuantificacién de actividad biocatalitica se determiné
la velocidad de reaccién por espectrofotometria UV-
visible utilizando diferentes concentraciones de los
sustratos organicos (véase tabla 1) disueltos en los
medios acuosos y no acuosos, y a condiciones
Optimas de pH para cada hemoproteina. Todas las
reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente
(22°C). Las reacciones se iniciaron por adicion de una
cantidad de peroxido de hidrégeno H,O, previamente
establecida (1 mM) en volimenes totales de reaccion
de 2,5 mL, 20 mM de buffer fosfato y con diferentes
concentraciones (%v/v) de solventes organicos
miscibles en agua.

Se definieron unidades de actividad biocatalitica
de acuerdo con parametros estandar (1 U = 1 umol de
sustrato transformada por minuto en condiciones de
ensayo). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
Los blancos constaron de las mismas mezclas agua-
solvente-sustrato y agente oxidante, pero sin la
presencia del catalizador bioldgico (enzima). Con los
datos obtenidos se determinaron los respectivos
valores de actividad enzimatica y kcat. Esta Ultima es
una constante cinética empleada cominmente como
parametro de comparacion en biocatalisis organica.

Técnicas analiticas

Con el objetivo de verificar analiticamente las diferencias
en el grado de hidrofobicidad de los sustratos

empleados, se estimd dicha propiedad mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), sobre
un sistema acuoso con detector UV. La hidrofobicidad
del sustrato fue determinada como el tiempo de elucién
sobre una columna de fase reversa Lischosrb RP C-
18 (250x4 mm). El solvente de elucién fue una mezcla
acetonitrilo/agua (60:40 v/v) a un flujo de 1 ml/min.

RESULTADOS Y DISCUSION.

En la tabla 2 se encuentran los tiempos de elucion
obtenidos de la evaluacién analitica de la hidrofobicidad
de los sustratos mediante uso de HPLC con detector
UV empleando una columna de fase reversa. Cada
compuesto fue separado en forma individual y no en
una mezcla.

Tabla 2. Tiempa de elucidn de los diferentes

sustratos sobre una columna de fase reversa.
Sustratos Tiempo de elucién (min)

Pireno 4,58

Antraceno 3,816

Difenilamina 3516

ABTS 3,366

Guayacol 3,283

Naranja de Metilo 3,216

MCD 3,133

El intervalo de variacion de los valores de tiempos
de elucién es bastante pequefio; sin embargo, permite
establecer un orden en el grado de hidrofobicidad de
los compuestos empleados como sustratos. Asi, el
mayor tiempo de elucion corresponde a la sustancia
de mayor hidrofobicidad (pireno), dado que es la
molécula con mayor tiempo de retencion en la columna
cromatografica. Entre los sustratos de completa
solubilidad en agua, el que mayor hidrofobicidad tuvo
fue el ABTS, mientras que el de menor valor
correspondi6 a la MCD.

Evaluacidon biocatalitica de las dos enzimas

En todos los casos se estimé el valor de Cso,
correspondiente a la concentracion de solvente en la
cual se produce el 50% de pérdida de la maxima
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actividad enzimatica. El valor de 100% de actividad
fue tomado como aquel correspondiente al de maxima
actividad, indistintamente de la concentracién de
solvente.

Actividad biocatalitica sobre guayacol

En la figura 1 (a) se muestran los resultados en forma
de porcentaje de actividad obtenidos durante la
evaluacién de la peroxidasa de palma real sobre
sistemas organicos que contienen guayacol como
sustrato.

Para la mayoria de solventes, la adicién de
cantidades pequefias de estos (10 - 30%) produjo un
aumento en la actividad enzimatica. La familia de
alcoholes evaluada (metanol, isopropanol) mostré una
tendencia similar entre todos ellos, presentandose
un pico de méxima actividad a concentraciones
cercanas al 30%. El aumento de actividad con
respecto a la actividad en el sistema acuoso fue
aproximadamente del 20%.

Las mezclas reactivas que contuvieron DMFA
mostraron un pico de maxima actividad a una
concentracion de solvente cercana al 10%. Pero luego
de este valor, el descenso en la actividad catalitica se
da rapidamente comparado frente a los valores de las
otras mezclas. Después del 20% de solvente los

% de actividad

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

% solvente
—— Etandl ~—a-— Metanol —&— Isopropand
i DMSO —e Acotonjtrilc —e—DMFA
srencanen THF

(a)

porcentajes de actividad coinciden con los porcentajes
obtenidos en las mezclas de DMSO.

El THF mostro (véase figura 1 (a)) afectar
drasticamente la actividad catalitica de la PPR, ya que
en todos los casos, a cualquier porcentaje de solvente,
la actividad enzimatica fue menor que la obtenida en
el sistema acuoso. Esto podria deberse a la capacidad
de denaturacién de estos tipos de solventes que retiran
el agua unida a la proteina (Ryu et al., 1992). Algo
similar sucedio con el DMSO y acetonitrilo, para los
cuales el descenso en los valores de actividad se hizo
mas suavemente. Sin embargo, a un mismo valor de
porcentaje de solvente las mezclas con acetonitrilo
presentaron mayores valores de actividad. El
comportamiento observado de la PPR es similar al
comportamiento reportado por Batra et a/.(1994) para
la peroxidasa de rdbano picante empleando mezclas
organicas con solventes miscibles en agua.

Estos resultados estarian indicando una buena
tolerancia de la PPR frente a los solventes organicos
miscibles en agua. Por ello se podria esperar un buen
desempefio de dicha hemoproteina en procesos de
biorremediacion de matrices acuosas contaminadas
con compuestos fendlicos y que a su vez presenten
residuos de solventes organicos (Aitken et al., 1993;
Karma et al., 1997).

% de actividad

Q G 20 30 40 50 60

% solvente
== Etanol ~—l—Maelanol —w—isopropanoi
—¥—DMS0 —¥— Acetonitrilo ~-@r—DMFA

{b)

Figura 1. Porcentajes de actividad biocatalitica tipo peroxidasa sobre guayacol empleando sistemas organicos, (a) enzima PPR, (b)

enzima CPO.
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Las diferencias encontradas en cuanto al efecto
de los solventes pueden deberse al tipo de
interacciones intermoleculares establecidas entre el
solvente, el sustrato y el agua. Asi, para los que
produjeron aumento en el valor de actividad enzimética,
es posible que las interacciones dadas hayan permitido
un mejor transporte del sustrato hacia el sitio activo
de la enzima, y por tanto facilitar la formacion del
complejo enzima-sustrato. Sin embargo, luego de
adicionar mayores cantidades de solvente, el caracter
polar de dichos compuestos junto con su alta
capacidad para formar puentes de hidrégeno pudo
establecer una alta competencia por las moléculas de
agua, y por consiguiente, desestabilizar la capa de
hidratacion que rodea a la enzima.

De otro lado, los resultados para la enzima CPO
mostraron un comportamiento biocatalitico diferente,
en el cual estuvo drasticamente afectada la actividad
catalitica. En este sentido, Field (1996) ha manifestado
gue la baja tolerancia -observada experimentalmente-
de muchas peroxidasas flingicas puede explicarse en
términos de las diferencias entre ellas con respecto a
su contenido de carbohidratos hidrofilicos y residuos
fosfatados. Ya es conocido que todas estas enzimas
son O o N-glicosiladas y en algunos casos fosforiladas
(LiP), con lo cual las interacciones moleculares con
solventes polares se ven favorecidas.

En la figura 1 (b) pueden observarse los
respectivos valores de actividad enzimatica para la CPO
a diferentes porcentajes (v/v) de solvente. Para todos
los casos, la actividad enzimatica tipo peroxidasa, en
mezclas solvente organico/agua, fue significativamente
menor que el obtenido en la mezcla acuosa.

Las interacciones intermoleculares establecidas
en el sistema de reaccion organico desfavorecieron la
actividad biocatalitica de la CPO. Estas interacciones
pueden estar ejerciendo una fuerte desnaturalizacion
de la enzima en la medida en que ellas sean capaces
de desestabilizar los enlaces e interacciones dadas
en la molécula proteica. También podria pensarse en
un efecto inhibitorio dado por la unién de moléculas de
solvente al sitio activo de la enzima.

La tabla 3 presenta los valores de Kcat, para
ambas enzimas, obtenidos a la concentracion Cs.
Este parametro da cuenta del nimero de
moléculas de sustrato transformadas por unidad de
enzima y por tiempo, calculada a la concentracion de
solvente en la cual se logra el 50% de la actividad
enzimatica maxima. Mientras que los respectivos
valores de Kcat para las mezclas reactivas de CPO
son bajos, los correspondientes valores para la PPR
logran valores hasta diez veces mayores.

Los mayores valores de Kcat y Csy Se obtuvieron
con las mezclas preparadas con isopropanol y DMFA
para el caso de la PPR y CPO, respectivamente.

Estos resultados ponen de manifiesto el gran
potencial de la PPR para la remocion de compuestos
fendlicos vertidos en matrices acuosas con contenido
de solventes miscibles de hasta 50% (v/v). El
comportamiento de la presente hemoproteina, de origen
vegetal, corrobora los buenos resultados presentados
por otras enzimas, sobre este mismo sustrato,
obtenidas de fuentes vegetales tales como la
peroxidasa de rabano picante y de soya (Karam et
al.,1997; Nicell et al.,1997: Ryu et al.,1992).

Tabla 3. Valores de C,, y Kcat calculados para las enzimas PPR y CPO con
actividad peroxidasa evaluada sobre guayacol.
C,, (%oviv) Kcat (s)

Solventes CPO PPR CPO PPR (s-")
THF 4.41 10.97 1.4x10? 2.7 x10?
DMSO 6.3 21.82 1.3x10? 2.5x102
DMFA 7.56 24.23 1.35x102 2.94 x102
Acetonitrilo 5.35 40.0 1.25x10? 2.53 x10?
Etanol 504 4577 1.35x102 3.0 x10?
Isopropanol 548 50.0 1.3x10? 2.96 x10?
Metanof 5.5 52.31 1.3x10? 2.80x10?
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Actividad biocatalitica sobre ABTS

En la figura 2 se indican los datos de actividad
enzimatica obtenidos en las evaluaciones
experimentales hechas con PPR y CPO en sistemas
organicos que contienen ABTS como sustrato.

—— WgtanakCFO

—+—Isopropanol-CRO
—iy— OMEO-CPO
- Aretonitig CPO
—¥— DMFA-CPO

—§— Metanol

% de actividad

+ Isopropanol

—A—DOMS0

—— A CEDRTIO

% solvente

% OMFA

Figura 2. Porcentajes de actividad biocatalitica tipo peroxidasa
de las enzimas PPR y CPO sobre ABTS en sistemas organicos.

En general, para todos los solventes ensayados
se observo un descenso en los valores de actividad
enzimatica (para la PPR) comparado con el correspon-
diente valor dado en el sistema acuoso. Hasta con un
contenido del 10% de solvente en las mezclas reactivas
se not6é una conservacioén del valor de actividad enzi-
matica para la mayoria de los solventes empleados (a
excepcién del acetonitrilo y del etanol). Para el DMSO
se alcanza a evidenciar un ligero pico de maxima
actividad a un valor del 10% de solvente.

Con respecto al acetonitrilo, éste produce un
fuerte efecto desestabilizante en la actividad peroxidasa
de la proteina, el cual puede observarse de la grafica

en donde la tendencia del cambio de actividad es de
tipo hiperbdlico, como sucedi6 en el caso anterior para
la CPO. Es posible que las interacciones solvente-
sustrato produjeran un efecto inhibitorio irreversible.
Evidentemente, las diferencias encontradas en el
comportamiento catalitico de la PPR frente a este
sustrato en mezclas de solventes organicos tiene que
ver con las interacciones entre el ABTS y la
hemoproteina, las cuales pueden estar impidiendo la
formacion del complejo enzima-sustrato.

En cuanto a la CPO, el comportamiento frente a
las mezclas de solventes (figura 2) es similar al
observado en el caso anterior, presentandose un alto
efecto negativo para cuando se emple6 acetonitrilo.
Después del 10% de solvente, el porcentaje de
actividad observado fue cercano a cero.

Para ambas enzimas, las mezclas preparadas
con THF (a cualquier %v/v) no presentaron actividad
enzimatica, resultado que sefiala un efecto negativo
(denaturante) producto de las interacciones entre este
solvente (de mayor hidrofobicidad), las moléculas de
ABTSy las enzimas.

Los respectivos valores de Cs, y Kcat para la CPO
se muestran en la tabla 4. En cuanto a los valores de
la constante catalitica, Kcat, en todos los casos el
orden de magnitud fue el mismo para ambas enzimas.
Esto indica que las dos peroxidasas son capaces de
transformar entre 100 y 300 moléculas de ABTS por
segundo en sistemas organicos y solo haber perdido
el 50% de su méaxima actividad enzimatica.

Como ya habia podido observarse en la figura
anterior, los mayores valores de Csy para la enzima

Tabla 4. Valores de C,; y Kcat calculados para las enzimas PPRy CPO con
actividad peroxidasa evaluada sobre ABTS.
C,, (%viv) Kcat (s}

Solventes CPO PPR CPO PPR
DMSO 6.32 27.25 2.6x10? 2.0x10?
DMFA 8.33 26.05 2.3x10? 1.8 x102
Acetonitrilo 44 55 2.5x102 1.75 x10?
Etanol 44 35.2 2.7x10? 1.55 x10?
Isopropanol 6.87 33.57 2.4x102 3.0x102
Metanol 6.52 39.7 2.6x10? 1.0x10%
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PPR sugieren una buena tolerancia frente a los
solventes organicos miscibles en agua por parte de
esta hemoproteina.

Actividad biocatalitica sobre MCD

En la figura 3 (b) se presentan los resultados obtenidos
en los ensayos con la enzima PPR evaluada sobre
sistemas organicos que contienen MCD como
sustrato.

Estos datos fueron generados en mezclas hechas
con buffer fosfato a pH = 3.0, puesto que a su valor
optimo de actividad (5.1) no pudo vencerse el potencial
redox del ion cloruro, por lo que no presentd actividad
catalitica. Este resultado experimental se convierte en
un aporte novedoso, puesto que no existia, hasta el

2000
'g 2500
o
2 2000
°
123
@ 1500
-
BQ 1000
a0a
o : === -
] 10 x k) 40 50 &0 Ful
% solvente
=—d— Bangl —4— Malgrol —s— kepropanal ¢ THF —8— Acalonirip —8—DMFA —X— 351
(a)
110
100
80
= B0
_E, 70
= 60
i g
1]
g
® 10
¢
0 10 20 30 40 50
% soclvente
~—»— Etand —a— Matanol
—a— [sopropanc —»—DMS0
M-~ Acetonitrilo il DIMEA
(b)

Figura 3. Porcentajes de actividad biocatalitica tipo
haloperoxidasa sobre MCD y sistemas organicos, (a) enzima
PPR, (b) enzima CPO.

momento, reporte alguno de actividad cloroperoxidasa
para hemoproteinas de origen vegetal.

En cuanto al comportamiento de la PPR en
sistemas organicos, se observd actividad catalitica para
las soluciones con metanol, isopropanol y DMSO. Para
el primero se redujo la actividad enzimatica a medida
gue aumentaba el porcentaje de solvente, mientras
gue para los otros dos se presentd un incremento de
actividad hasta un valor maximo cercano al 10% de
solvente. Sin embargo, luego de este pico el descenso
en la actividad se dio rapidamente.

Para los otros tres solventes evaluados no hubo
sefial de actividad enzimatica a ninguno de los
porcentajes de solvente adicionado a la mezcla.

De otra parte, para la enzima CPO, los resultados
obtenidos se muestran en la figura 3 (a) donde, al igual
gue en los casos anteriores, se presenta una tendencia
hiperbdlica de disminucion en los valores de actividad
enzimatica siendo mas drastica para las mezclas con
THF.

En la tabla 5 se indican los respectivos valores de Cspy
Kcat para las dos enzimas. En este caso los
correspondientes valores de Kcat para la CPO fueron
hasta 100 veces mayores, mientras que los Cs, fueron
un orden de magnitud menor comparados con la PPR.
Nuevamente se observa el efecto desestabilizante de
los solventes polares sobre la enzima de origen fangico.

El valor de Kcat para CPO en sistema acuoso es
del orden de 10°, mientras que en sistemas organicos
se disminuye hasta en 50% (8.0x10” para la mezcla
con THF) el nimero de moléculas transformadas
enzimaticamente por segundo. Estos resultados
sefialan la alta capacidad de cloroperoxidacion de la
enzima CPO aun bajo presencia de solventes
organicos miscibles en agua.

Actividad biocatalitica sobre naranja de metilo

En las evaluaciones hechas con la enzima peroxidasa
de palma real no se observé capacidad de oxidar
biocataliticamente el colorante naranja de metilo. Los
ensayos se efectuaron en soluciones acuosas a pH
3.0, 4.1 y 5.0, y en sistemas organicos (10% de
solvente v/v). Para ninguno de los casos se evidencio,
por medio de la técnica empleada (espectrofotometria),
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Tabla 5. Valores de C_, y Kcat calculados para las enzimas PPR y CPO con
actividad peroxidasa evaluada scbre MCD.
C,, (%viv) Kcat(s")
Solventes CPO PPR CPO PPR
THF 4.5 0.0 8.0x102 | 0.0
DMSO 5.3 18.1 9.4x102 | 4.2
DMFA 5.6 0.0 9.8x102 | 0.0
Acetonitrilo 45 0.0 82x10> | 0.0
Etanol 5.0 0.0 8.8x102 | 0.0
Isopropanol 6.2 18.1 8.6x10% 7.0
Metanol 6.0 115 9.0x10? 38

actividad peroxidasa de la PPR. Lo anterior muestra
una imposibilidad por parte de esta hemoproteina, de
origen vegetal, para decolorar las soluciones de naranja
de metilo. Segun lo anterior, la PPR no tendria un
potencial de aplicacion para la biodegradacion de
compuestos colorantes de este tipo presentes en
matrices acuosas.

De otro lado, la enzima cloroperoxidasa mostro
una alta capacidad de decolorar el compuesto modelo
seleccionado. En los sistemas acuosos se obtuvo una
actividad enzimatica de 380 Ul/ml, mientras que en
los organicos se evidencié un comportamiento
hiperbdlico tendiente a la disminucién del valor de
actividad a medida que aumentaba el porcentaje de
solvente en forma similar a lo observado con los
anteriores sustratos.

En general, el comportamiento catalitico de la
CPO, en sistemas organicos con solventes miscibles
en agua y sustratos de baja hidrofobicidad (t, <3.36),
fue en todos los casos similar. Tal hecho sefiala un
fuerte efecto negativo de dichos solventes sobre la
actividad biocatalitica de esta hemoproteina. Es decir,
para el caso de estos sustratos de alta solubilidad en
agua, el acceso de ellos al sitio activo de la enzima
CPO no presenta limitaciones difusionales (Dunford
et al., 1987), y por tanto, la adicién de solventes de
apreciable polaridad y capacidad de formar puentes
de hidrogeno (solventes miscibles en agua) puede
ayudar a la desestabilizacion estructural de la enzima,
ya sea por competencia del agua de hidratacion ligada
a la proteina o por cambios en los enlaces y fuerzas
de unién presentes en la estructura molecular de la
enzima (Griebenow etal., 1996).
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Tabla 6. Valores de C, calculados para Ja enzima
CPO con actividad peroxidasa evaluada sobre naranja
de metilo,

Solventes C. Kcat (s7)
THF 4.35 1.5 x102
DMFA 498 1.5x102
Acetonitrilo 5.51 1.35x10?
Isopropanol 7.54 1.4 x102
DMSO 4.2 1.5x10?
Metanol 16.67 2.0x1(?

En la tabla 6 se muestran los valores de Kcat a
los correspondientes valores de Cs,, para la oxidacion
del naranja de metilo por parte de la CPO.

Los resultados obtenidos con este sustrato
muestran un nuevo campo de potencial aplicacion de
la enzima CPO. Ya existia (Shin et al., 1998) un reporte
sobre la capacidad de decolorizacién de colorantes
artificiales por parte de peroxidasas obtenidas de
cultivos del hongo Pleurotus ostreatus. Sin embargo,
el reporte se hace en términos de porcentaje de
decolorizacion y no se brinda informacién cuantitativa
sobre el desempefio de la enzima. En el presente
trabajo se muestran los respectivos valores de Kcat
calculados para sistemas organicos, los cuales estan
del orden de 10* moléculas de colorante transformadas
en un minuto por 1 umol de enzima.
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Actividad biocatalitica sobre pireno

Durante los ensayos de actividad catalitica se observé
actividad quimica del DMSO sobre el pireno, por lo
cual se desistié de su uso como solvente para las
mezclas por ensayar.

Las evaluaciones experimentales de actividad
biocatalitica de la PPR sobre sistemas organicos que
contienen pireno, mostraron resultados negativos
puesto que no hubo evidencia de transformacion alguna
de dicho compuesto cuando se emplearon mezclas
organicas con los solventes etanol, THF, DMFA y
metanol. Sélo se presentd una ligera actividad
enzimatica en los sistemas reactivos preparados con
acetonitrilo e isopropanol (datos no mostrados).

Con respecto a la enzima CPO, la figura 5 (b)
ilustra los resultados obtenidos en las evaluaciones
con sistemas organicos. Como se observa, la tendencia
de las curvas es hacia la formacién de una cumbre
que corresponde en todos los casos al maximo de
actividad enzimatica.

Los solventes que produjeron un significativo
aumento de la actividad enzimatica fueron el acetonitrilo
e isopropanol, mientras que los de menor efecto fueron
el metanol y el etanol. En este sentido, se presentd
una curiosa coincidencia en cuanto a los solventes
isopropanol y acetonitrilo, la cual vino dada por la alta
solubilidad del pireno en dichos solventes. Este hecho
pudo haber facilitado la expresion de la actividad
catalitica, sobre este sustrato, por parte de la PPR y
asi mismo la alta relativa actividad de la CPO.

Esta caracteristica en el comportamiento
catalitico de la CPO ya habia sido sefialada por Torres
et al.,(1996) y puede ser atribuida a factores
relacionados con la alta hidrofobicidad del pireno y la
dificultad del sitio activo para interactuar con el
sustrato. Posiblemente, la adicion de mayores
cantidades de solvente tenga un efecto desnaturalizante
sobre la enzima, y por tal motivo se observa la
disminucién en el pico de maxima actividad.

En la tabla 7 se muestran los respectivos valores
de Kcat y Cs, obtenidos con la CPO sobre el sistemas
organicos que contienen el pireno como sustrato. El
valor de Csy obtenido con las mezclas de THF fue
aproximadamente 19% v/v, el cual coincide con lo
mostrado en los reportes de Torres et al.,(1997). Sin

Tabla 7. Valores de Kcat y C_; calculados para la
enzima CPO con actividad peroxidasa evaluada sobre
pireno.
C
Solventes (% vs?v) [:::-t‘)
DMFA 1561 5.0x10?
Etanol 15.70 5.0
THF 18.99 10.0
Acetonitrilo 2266 7.0x10
Metanol 23.66 23.0
Isopropanol 2468 45.0

embargo, el valor de Kcat obtenido en este trabajo
resulté ser un orden de magnitud mayor que el
presentado por el autor en mencion.
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Figura 5. Efecto de solventes organicos miscibles sobre la
actividad peroxidasa de CPO evaluada sobre PAH's. (a)
difenilamina, (b) pireno.
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El mayor valor de Kcat fue obtenido para la
mezcla (a la concentracion Csp) de acetonitrilo, a la
vez que el menor valor correspondié a la solucién que
contuvo etanol. Estos resultados muestran,
igualmente, que los mejores solventes para desarrollar
mezclas con el pireno fueron acetonitrilo, isopropanol
y DMFA.

Estas diferencias en el comportamiento catalitico
de la enzima CPO sobre sustratos de diferentes
hidrofobicidad ponen de manifiesto la complejidad de
los fenémenos dados en cada uno de los sistemas
reactivos a los cuales fue expuesta dicha
hemoproteina.

Actividad biocatalitica sobre difenilamina

La enzima PPR no mostré actividad catalitica sobre
este sustrato organico nitrogenado solubilizado en
todas las mezclas agua/solvente organico miscible
evaluadas.

En cuanto a la enzima CPO, en la figura 5 (a) se
ilustran los porcentajes de actividad obtenidos en
mezclas reactivas con solventes organicos miscibles
en agua. Con este sustrato, la CPO tuvo un
comportamiento similar al obtenido con el pireno; es
decir, se presentaron umbrales de maxima actividad a
diferentes porcentajes de solventes (cercanos al 10%).

Para el caso de las mezclas preparadas con
isopropanol, el pico de méxima biotransformacion se
obtuvo a un 20% de solvente, con lo cual se confirma
la tolerancia y uso favorables de este solvente para la
biorremediacion de matrices contaminadas con DFA.

El mayor valor de Kcat (29 min™) se obtuvo para
las soluciones que contenian acetonitrilo, mientras que
el menor fue para las mezclas con DMFA. En general,
los valores obtenidos son ligeramente mayores que
los reportados para citocromo C en los mismos
sistemas reactivos, y del mismo orden que los
obtenidos para la enzima LiP (Vazquez et al.,1994).

CONCLUSIONES

Los solventes organicos miscibles en agua mostraron
un dréastico efecto desnaturalizante sobre la enzima
CPO, cuando ésta fue expuesta a sistemas reactivos
gue contenian sustratos de baja hidrofobicidad. De otro
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lado, la enzima PPR presentd un comportamiento
catalitico bastante interesante puesto que mostré una
relativa alta tolerancia a los solventes organicos
miscibles. Esto se observo en el bajo efecto de
disminucion de la actividad enzimatica y en los
mayores valores de Cs.

La enzima peroxidasa de palma real mostré
actividad haloperoxidasa (sobre MCD) tanto en
sistemas acuosos como en mezclas de solventes
organicos miscibles en agua. En todos los casos dicha
actividad solo se present6 a pH de 3.0. Este resultado
aumenta el potencial de aplicacion de esta
hemoproteina de origen vegetal hacia la produccion
de compuestos halogenados de interés farmacéutico.

De todos los solventes evaluados, el THF, de
mayor hidrofobicidad, fue el que ejercié un mayor efecto
negativo sobre la actividad enzimatica de las dos
hemoproteinas cuando fueron evaluadas sobre
sustratos de baja hidrofobicidad. Sin embargo, frente
a los sustratos mas hidrofobicos se observé una
aceptable capacidad de solubilizacion y un relativo bajo
efecto sobre la actividad enzimética.

De otro lado, el isopropanol fue el mejor solvente
organico en todas las evaluaciones y para ambas
enzimas, dado que los efectos sobre la actividad
enzimatica fueron mucho menores. Por tanto, se
recomienda como un solvente adecuado para
aplicaciones en biocatalisis organica que empleen
estas enzimas.
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