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ABREVIATURAS

TCT —* 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazma
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DMIF -* N,N-dimetilformamida
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AINEs -4 antiinflamatoriosno esteroideos
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RML-A —* isoenzimaA de la lipasade Rhanieheí

RML-B —> isoenzimaB de la lipasade Rh.miehe¡

rRMI. -4 lipasade RJi.míehei recombinante

y
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Objetivos y Pian de trabajo

La presenteTesis Doctoral se encuadra dentro de la tinca del Proyecto de

Investigación: “Resolución de racematosde 4gjdos2gflj-roiónicosconact~v~dad

antiinflamatoria usando lipasas inmovilizadas como biocatalizadores”. (Código PB 90-

00 10C02-01).

Los objetivosplanteadosen la presenteTesisDoctoral fueron los siguientes:

1).- Caracterizaciónde la lipasade R.h.mieheicrudae inmovilizadapor adsorciónsobreuna

resma de intercambio aniónico, comercializadaspor el laboratorio Novo-Nordisk como

LipozymJ IOQUOL y Lipozyme~ 1M20, respectivamente.Para llevar a cabo dicha

caracterizaciónsepusieronapunto diversasmetodologíasde:

* determinaciónde concentraciónde proteínas

* determinaciónde actividadesterásica

* determinaciónde actividadlipásica

2).- Semipurificaciónde la lipasacrudade Rhaniehei,paralo cual se analizarondiversas

metodologíasde separaciónde proteinasbasadasen:

* la diferenciade tamañomolecular

* la diferenciade solubilidad

3).- Inmovilización de la lipasade Ritmieheipor enlacecovalentecon sílice, previamente

activadavía 2,4,6,-tricloro-1,3,5-tnanna

* inmovilización de la lipasade Rh.mniehei cruday semipurificada.

* estudio comparativode estenuevo derivado inmovilizado y el derivado

comercial (1M20).
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Objetivos y Pian de trabajo

4).- Desarrolloy puestaa punto de un método de resoluciónenantioselectivade mezclas

racémicasde ácidos(R,S) 2-arilpropiónicosquepuedaserescaladoa nivel industrial. Para

ello se han estudiadolas variables estructuralesy operacionalesque intervienenen la

resoluciónenantioselectivade estosfármacos,catalizadapor la lipasade Rltmieheicruda e

inmovilizadapor adsorción.

5).- Estudio de la actividadenziniáticade los derivadosde la lipasade Rh.mzehezobtenidos

en la presenteTesisDoctoral,tras la semipurificaciónde estaenzimapor diversasmétodos

e inmovilizaciónpor enlacecovalentecon sílice,utilizándoseposteriormenteen la resolución

enantioselectivade AINEs derivadosdel ácido(R,S) 2-arilpropiónico.
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Introducción

11.1.- ENZIMAS

11.1.1.-CARACTERíSTICAS COMO BIOCATALIZADORES

Las enzimassonproteinasespecializadasen la catálisis de las reaccionesbiológicas.

Su interésresideen las siguientescaracterísticasprincipales:

1).- Las enzimassonbiocatalizadoresy por tanto, disminuyen¡a energíade

activación necesariapara que las reaccionesse desarrollen,aumentandosu velocidad.

Asimismosehacomprobadoquela enzimaspresentanunaactividadcatalíticamáseficazque

los catalizadoresinorgánicos;por ejemplo, la enegíanecesariapara que se produzcala

reacción de descomposicióndel aguaoxigenadaen aguay oxígeno es de 75 KJ/mol en

ausenciade catalizador;5OKJ/mol en presenciade platino y disminuyehastaSKJ/mol en

presenciade laperoxidasa(antiguamentedenominadacatalasa).Esteefectotandrásticosobre

la energíade activación en presenciade enzimasse debea la formación de un complejo

intermedioenzima-sustrato,queposteriormentesetransformaen productoy enzima.

— Rncdta aittmuttc.

Ra«tnscraM»Mka

1

E+SaE-S-’E*P ~

Cuto d.en.cad.,

Figura 1: Efecto de la catálisis enzimática sobre la energíade activación. AE4 es la energía
de activación para una reacción catalizadapar una enzima, mientras que AE’A es la enegíade
unareacciónno enzimática.¿NG

0 esla energíalibro de reaccion.
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Enzimas

2). Las enzimassonselectivas,tanto de la reacciónque catalizan,como de los

sustratosquereconocen.Además,presentanun elevadogrado de estereoy regioselectividad

(en general,aceleranmásel procesocon un isómeroque con el otro, lo cual constituyeuna

gran ventajafrentea los catalizadoresquímicos clásicos).La selectividadde las enzimasse

debeala formacióndel complejoenzima-sustrato,el cualproduceen unapequeñaregión de

la enzimadenominadacentro activo, el cual sueleestarlocalizado en un hueco o cavidad

dentro de la estructuraterciaria de la enzima. La especificidadenzimáticareside en las

característicasde ese centro activo (dimensiones,topologia, alineamiento de grupos

contraiónicosy regioneshidrófobas),que condicionanlas característicasque debereunir un

determinadosustratoparaacoplarseen esaregiónenzimática.Solamenteun númeroreducido

de aminoácidosestán implicados en la catálisis enzimática, los cualesno se localizan

consecutivamenteen la cadenapolipeptídica,sino queseencuentranjuntostrasel procesode

plegamientoenzimático.

Sehanpropuestonumerososmodelosparaexplicarla selectividadde las enzimaspara

un determinadosustrato.El modelo de “la llave y la cerradura” % queda unaversión rígida

de las enzimasha sido superadopor el modelo de “el acoplamientoo encajeinducido’ 2

Segúnestemodelo el sustratoinducela orientaciónde los residuosen el centre activo para

que seunan al centro de fijación y se desarrollela reacción.La selectividadde las enzimas

esla basede sus aplicacionesen SíntesisOrgánica,quepermitellevar a cabo,por ejemplo,

transformacionesmuy selectivascon estructurasquiralesy polifimcionales.

3).- Las enzimaspuedenser objeto de regulación;es decir, su actividad

catalíticapuedeestar determinadapor la concentraciónde sustratos,productosy otras

sustanciasquímicaspresentesen el medio; las cualespuedenproducir, tanto su activación

como suinhibición.

4).- Las enzimassedegradanen condicionesrelativamentesuaves;por lo

querequierenuna manipulaciónmás delicadaque los catalizadoresmetálicos.Las enzimas

sepuedendesnaturalizarpor diversosmecanismoscomo: la accióndeproteasas,presentes

8



Introducción

como agentescontaminantesen las preparacionesenzimáticas;los cambiosbruscosde las

condicionesdel medio que pueden alterar la conformación enzimática; contaminaciones

microbianas,procesosde autooxidación,etc

**** * *** * * ** * * ** * ** * *** ** * **** *** * **** * **

Algunos de los principalesinconvenientesque presentanlos procesascatalizadospor

enzimas(la inestabilidad,el precio elevado y la especificidadrespectoa sustrato)sehan

podido superarmediantediferentesprocedimientoscomo:

a).- La transformaciónestereoselectivade algunos sustratos, que conduce a la

obtenciónde intermedioso productasde gran interésen SíntesisOrgánica.

b).- El desarrollo de técnicas(como la inmovilización enzimática>que permiten

m~orar la estabilidadde las enzimas y facilitan su posterior recuperacióny

reutiización3,siendoposiblela utilización de estasenzimascomo biocatalizadores

en procesosindustriales.

4- Los avancesen Biología Molecular y las nuevas tecnologíasdel ADN

recombínantehanpermitido la manipulacióndel material genético,el aislamientode

genes y su expresión con el fin de obtener determinadasenzimas en grandes

cantidades4. Como consecuencia,el precio de las enzimas ha descendido

espectacularmente.Estastécnicastambiénhanpermitido la modificación selectivade

algunaspropiedadesenzímáticas.

d).- La limitación debidaa la insolubilidadde determinadassustratosen agua,lo que

impedíael desarrollode las reaccionesenzimáticas,ha sido superadamediantela

utilización de sistemasbifásicas’ o la adición de pequeñasconcentracionesde

cosolventesorgánicos(etilenglicol, glicerol o dimetilsulfóxido), sin alterar las

propiedadesy característicasdel biocatalizadot.

9



Eftzunas

11.2.- EVOLUCION HISTORICA

El la denominacióndeenzima(“en la levadura”)no seempleóhasta1877,peromucho

antesya sesopechabaqueciertos catalizadoresbiológicos interveníanen la fermentacióndel

azúcarparaformar etanol,de ahí el nombreinicial de fermentos.

La primera teoríageneralsobrela catálisisquímicafue publicadaen 1835 por J.J.

Berzelius,el cualincluía en su artículo un ejemplo de lo que ahoraseconocecomo enzima,

la diastasade malta, y señalabaque la hidrólisis del almidón catalizadapor la diastasaera

máseficaz que la catalizadapor ácido sulfúrico.

Luis Pasteuren 1860 reconocióquela fermentacióneracatalizadapor enzimasy en

1897 E. Búcbnerconsiguióextraerde las célulasde la levaduralas enzimasque catalizanla

fermentaciónalcohólica.Sin embargo,fue en 1926cuandoJ.B. Sumnieraislóporprimeravez

una enzima en forma cristalina; se tratabade una ureasaaisladade extractosde la alubia

Cannavalia enzyfannis. Suininer observó que estos cristales estabanconstituidos por

estructurasprotéicasy llegó a la conclusiónde quelas enzimaseranproteínas.No obstante,

sus puntosdevistano fueron aceptadoshastaque Northrop entre 1930-36aisló la pepsina,

tripsinay quimotripsmacristalizadas.

11.3.- CLASIFICACION Y NOMENCLATURA

Las enzimassehan clasificadosistemáticamenteen seisclasespnncipales7,cadauna

de las cualessedivide a su vez en subclases,de acuerdocon el tipo de reaccióncatalizada

por cadauna deellas(Tabla 1).

Cadaenzimasedesignaporun nombrerecomendado,generalmentecortoy apropiado

parasuuso habitual;porun nombresistemáticoque identifica la reacciónquecatalizay por

un número de clasificación (ECC) que se emplea cuando se precisa la identificación

mequivocade la enzima(Tabla 1).

La enzimaobjeto deestudiode lapresenteTesisDoctoralesla lipasade Rhizomucor

miehel; la cualvienedefinida porel númeroE.C. 3.1.1.3,dondeE.C. sonlasabreviaturasde

Comisión de Enzimas,la primeracifra «3» representael nombrede la clase(hidrolasa),la

segundacifra «1» representaa la subclase(enlacequehidroliza, esterasa),la terceracifra «1 *

a la sub-subclase(esterasaque reconoceésteresdel glicerol) y la cuartacifra «3» designaa

la glicerol-ester-hidrolasade ácidosde cadenalarga.
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Introducción

Tabla 1: Clasificación internacionalde las enzimas(denominaciónde clases,númerosde
código y tipos de reacciones)

í-oxmo REDUCTASAS:
(Reaccionesdeóxido-reducción)

1.1-Actúansobrealcoholes>-OH
1.2-Actúansobrecetonas>C0
1.3- Actuan Sobrealquenos>CCH
1.4- Actúan sobregrupos amino -~~2
1.5- Actúan sobregrupos imino ~=NH

2-TRANSFERASAS:
<Transferenciade gruposfuncionales)

2.1-Gruposde un átomo de C
2.2-Gruposcarbonilo
2.4-Gruposglucosilo
2.5-Chuposfosfato

2.6-Gruposque contienenazufre

3-HIDROLASAS:
(Reaccionesde hidrólisis)

3.1-Esteres
3.2-Enlacesglucosídicos
3.3-Enlacespeptidicos
3.4-OtrosenlacesC-N
3.5-Anhidridosde ácido

4-LIASAS:
(Adición a doblesenlaces)

4.1- >CC<
4.2- >CtO
4.3- >C=N

5-ISOMERASAS

(Reacciones de isomerización)

5. 1-Racemasas

6-LIGASAS;
(Formaciónde enlaces

con escisiónde..4TP)

6.1-Entre átomosde C y O
6.2- Entreátomosde C y 5
6.3- Entreátomosde C y N
6.4- Entre átomosde C y C

11.2.-LIPASAS

11.2.1.-DEFINICION

Las lipasas(glicerol ésterhidrolasas,FC 3.1.1.3)sanun conjunto de enzimascuya

función biológica es catalizar la hidrólisis de triglicéridos de grasasanimalesy aceites

vegetalesparadar lugara ácidosgrasosy glicerol. Estahidrólisis tiene lugar atravésde los

pasosintermediosde formación de diacilglicéridosy monoacilglicéridos83.
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L~A5A OH
O-C--R1

R2—C—O + 3H~ —.~—.—--. H + R1COOH + R2000H + R30001-4
OH

O-C-R3 Ácidos grasosg GLicerol

Triglicéúdo

Esquema 1: Hidrólisis de triglicéridos,funciónbilolágicade las lipasas

Actualmente,podemosdecirque estadefiniciónseencuentraincompletadebidoaque:

a).- No tieneen cuentala especifidadde estegrupo de enzimas,ya que a esta

definición solo seajustanlas lipasasno especificas,que hidrolizanal triglicérido en sustres

posiciones,como la lipasade Staphylococcusaureus’
0. Perohay otraslipasasespecíficasque

hidrolizandeterminadasposicionesdel ésterdel glicerol, como las pertenecientesal género

Rhizopus,que sólo hidrolizan las posiciones 1 y 3”, o la isoenzimaB de la lipasa de

Ceotnchumcandidum’2 que muestrapreferenciapor la posición 2.

b).- Medianteel controlde las condiconesde reacción,las lipasassoncapaces

de llevar a cabola reaccióninversaa la de sufunciónbiológica, es decir, sintetizarésteres

medianteprocesosde esterificación,transesterificacióne interesterificación’3.

e).- Por último, son capacesde hidrolizarotro tipo de enlacescomo amidoy

tioesteri4.15

Debido a la bajasolubilidadde sus sustratosnaturaleslas lipasassecaracterizanpor

su capacidadde catalizarla hidrólisis de los enlacesésteresen la inteifaseentreuna fase

lipoide (que constituye el sustrato)y una faseacuosadondeestá la enzimadisuelta.Esta

propiedadlasdiferenciade lasesterasas(carboxil ésterhidrolasas,EC 3.1.1.1),quehidrolizan

preferentementeésteressolublesen agua’6. Por tanto, la diferencia entre ambos tipos de

enzimasradica en el estadofisico del sustrato;así, las lipasas son capacesde hidrolizar

micelasy emulsiones,mientrasquelas esterasastrabajanen un medio homogéneo,dondese

12
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encuentrandisueltostanto la enzimacomo el sustrato.

11.2.2.-DISTRIBUCION EN LA NATURALEZA

Las lipasasson enzimasmuy abundantesen la naturaleza.En función de su origen

naturalpodemosdividirlas en tres grupos’7

1.L2.2.a.- Lipasas animales

Las lipasasseencuentranen todoslos nivelesdel reinoanimal;desdelos invertebrados

hastalos mamíferos,pasandopor los reptiles’8y participanen varios nivelesdel metabolismo

de lipidos como la digestión de la grasa,y la absorción,reconstitucióny metabolismode
‘9

lipoprotemas
En los mamíferossepuedendistinguir tres subgruposde enzimas:

1).- las lipasasdescargadasen el tracto digestivopor órganosespecializados20

2>.- las lipasas tisuiares,tales como las presentesen el corazón,artenas,

cerebro,músculo,tejido sérico,tejido adiposo,etc21

3).- las lipasaspresentesen la leche22.

LI.2.2.b- Lipasasveretales

Las lipasasen los vegetalesseacumulanprincipalmenteen los tejidos de reservade

energiacomo las semillasy frutos2’. Cuandouna semillagermtnapresentaun altaactividad

lipolitica, paraobtenerla energíanecesariaparallevar a cabo dicho proceso;por ella las

enzimasmejor caracterizadasde estegrupo se encuentranen el mait, fruto de palma25,
26 27

trigo y avena

fl.2.2.c.- Huasasmicrobianas

Las lipasas de mayor interés industrial son las producidaspor microorganismos

(bacterias,hongosy levaduras)28a9.La mayorpartede ellassonlipasasextracelulares,quetras

ser sintetizadaspor el microorganismoson excretadasal medio de cultivo a través de la

membranacelular. A ellasnosreferimosa continuacióncon másdetalle.
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11.2.3.-CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS LIPASAS

MICROBIANAS

.

Las lipasasmicrobianassonglicoproteinasácidasque contienenentreun 3% y un

15% de hidratosde carbono,siendo la manosala hexosamas abundante.Supeso

molecularestácomprendidoentre20.000 y 60.000Daltons.Las característicasconcretas

de cadaenzima(especificidadde sustratoy condicionesde reacción)son diferentes,

dependiendodel microorganismodel que han sido aisladas.Tambiénesfrecuenteque un

mismo microorganismoproduzcavarias isoenzimas,que en algunoscasosactúansobre

sustratosdiferentes,pero que con frecuenciapresentandistintosparámetroscinéticosy

condicionesóptimas de reacción.El origen de estamultiplicidad serelacionacon tres

causas:

a).- Biosíntesisde variasproteínascodificadaspor genesdiferentes30

b).- Biosíntesisde una secuenciade aminoácidosquesufreposteriormente

modificacionespost-traduccionales:asociacióncon lípidos31,proteobsisparcial32y

deglicosilaciónparcial33

c).- Fenómenosde asociación-disociaciónde subunidadesprotéicasigualeso

diferentes.

Sehan encontradoun grannúmerode microorganismosqueproducendos

isoenzimas.Las característicasdecadaisoenzimason distintas,ya que actúansobre

sustratosdiferentesy muestran,en muchoscasos,parámetroscinéticosy condiciones

óptimasde reaccióndiferentes.

En la bibliografíaconsultadaaparecennumerososejemplosde lipasasde origen

microbiano,talescomo: PenícullíumcamembertíP3,AspergíhisnígeR4,Geotflchum

candidum30,Mucor IípolyUcus35,Rhízomucormíehei36o Cromobacternimviscosum37.

11.2.3.a.-Condicionesde reacción

.

Temperatura

Las lipasasson activas dentro de un amplio intervalode temperaturas,que va de -

20 a 45 0C; aunqueel intervalo óptimo sesitúaentre30 y 45 OCio Por encimade 40 0C

la mayoríade las lipasaspierdensu actividad;pero existenlipasastermoestables,como las
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producidasporAspergíllusníger Rhízopusjaponicus, Cromobactenumvíscosumy

Geotrzchumcandidum,que sonestablescon temperaturassuperioresa 50 0C”.

Excepcionalmente,la lipasaproducidaporPseudomonasnutroducansesestablea 70 OCSZ

pH

En cuantoal pH, tas lipasasson activasen amplios intervalosde pH, centrándose

el pH óptimo entre6,0 y 8,010. No obstante,la lipasaproducidaporSeaphilococcushycus

presentacomo p11 óptimo 9,032 y la lipasade Bacillus tiene como pH óptimo ~

U.2.3.b.- Esuecificidacl

En función de su especificidadposicionallas lipasasseclasificanen dos grupos:

Lipasasno especificas

No presentanuna especificidadparticularpor las posiciones1,2 ó 3 de los

triglicéridos.segúnserefl~aen el esquemaanteriormentecitado. Producenácidosgrasos

y glicerol, no apareciendolos diglicéndoscomo intermediosde la reacción.

A estegrupopertenecenlas lipasasproducidaspor Candidan¿gosa,(i7eotrichum

cand¿dum,S¿taphylococcusaureus,Penic¡llium cyclopium, etc.

Lipasasespecificas

Actúanespecificamentesobrelasposiciones1 y 3 del glicerol. A estegrupo

pertenecenlas lipasasde Aspergílluslíger, Rhizopusarrhizus, Rhizopusde1ema~Rhizopus

javanicus, Pseudomonasspeciesy Rhizoinucorrniehei38” (Esquema2)

También existenlipasasespecíficasde la posición 2 del esqueletode glicerol de la

trioleina, como la isoenzimade la lipasade Geoíñchumcandidu,n42,pero sonmucho más

escasas.
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‘ji
O—C-R

1

+ 3H20 LIPASA 4 R1COOH + R3COOH

1s 2-monoglicéúdo 2 ácidosgyasos

triglicérido U

Esquema 2: Mecanismogeneralde acción de las lipasas 1,3-específicas

Dentro de los factoresque influyen en la especificidadde las lipasasmicrobianas,la

longitud de la cadenay el gradode insaturaciónde los ácidosgrasosdel triglicérido son los

dosfactoresmasimportantes,pudiéndoseencontrarnumerososejemplosen la bibliografía.

La lipasadePenicWíumcyclopíumesmásactivafrenteatriglicéridoscon ácidosdecadenas

cortas que can los de larga cadena;la lipasade Aspergillus níger y Rhizopusdelemar

muestranmásactividadhaciatriglicérídoscon ácidosde longitud de cadenamedia
43. Afford~

y Jensen45hanencontradoquela lipasade Geotflchurncandidumes altamenteespecíficapara

ácidosgrasoscon un dobleenlacecis en C
9.

11.2.4.-MECANISMO DE ACCION

.

Las lipasasson enzimaslipoliucasactivasunícamentecuandoestánadsorbidassobre

unainterfaseoleo-acuosa;fenómenoquerecibeel nombrede “activación interfacial’
46.Esta

esla diferenciafundamentalcon las esterasas,quecatalizanel mismotipo dereacciones,pero

en medio acuoso.Por estarazónla utilidad principal de las lipasasresideen la posibilidad

de actuar sobresustratosapolares,que solo son solublesen medioshidrófobos.

1L2.4.a.- Activación interfacial

Durantedécadassehadiscutidamuchoacercade lasbasesmolecularesdel fenómeno

de la activación interfacial de las lipasas. Algunas de estas teorías destacanel papel

fundamentaldel sustrata,mientrasque otrasse centranen la importanciade la enzima.

Segúnlas denominadasteorías del sustratoseenfatizael papelde la concentración

y organizacióndel sustratoen la interfaseoleo-acuosa.En estesentido,Brockman47sefialael
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papel fundamentalde la agregacióndel sustrato en la interfase cuandose lleva a cabo la

hidrólisis de un sustratoinsoluble en agua.Otros autoresapuntanel hechode la diferente

orientación/conformaciónde las moléculasde sustratoen la interfase,lo cualfavoreceríaun

ataquemás eficaz del enzima. Brockerhoff y Jensen4proponenuna teoría basadaen la

deshidratacióndel sustratoal unirseen la interfasefacilitándoseasíla formacióndel complejo

enzima-sustrato.

Por el contrario, los defensoresde la denominadateoría de la enzima,postulada

principalmenteporDesnuelley cok, en l960~~, sugierenquedurantela adsorciónde la lipasa

sobrela interfaseoleo-acuosaseproducenunaseriede cambiosconiformacionalesenla lipasa.

Los recientesestudiospormecánicamoleculary por rayos-xde la lipasadeRh.mieheiy por

rayos-Xde su estructuracristalizadaapoyanla segundateoría, ya que seha comprobadola

existenciade una “tapadera’hidrofábaconstituidaporun segmentohelicoidal de la cadena

protéica,que cubre el centro activo de la lipasay que tras la adsorciónde la enzimaa la

interfaseoleo-acuosa,seabredejandolibre e] accesodel sustratohastael centroactivo de la

enzima,dondesesitúa la triada catalíticay el agujerooxianiónico,formadotambiéntras la

adsorciónenzimática.Estaszonasestructuralessedescribiráncon detallemás adelante(ver

11.3.3.).

En 1960, Desnuelley co/si9 sugirieron un modelo bidimensionalpara explicar la

actividadlipolitica de las lipasas,que supusoun importanteavanceen el conocimientodel

mecanismode acción de estasenzimasinterfaciales.Dicho modelo sugiereque las lipasas.

que son enzimashidrosolubles,parafijarse a la superficieinterfacial debensufrir un cambio

confonnacionalprevio. Estecambio conformacionalha sido observadoen la fosfolipasaA
2

y en lipasasde hongos
5052(Figura 2)
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A a
044¿. IDROFOuCO

NH

Superficie

Figura 2: Esquema del mecanismo de acción de la fosfalipasaA2 (a) y de una lipasa (h).

Otra hipótesis, basadatambién en la modificación enzunática, consiste en la

dimerizaciónde la enzimainducidapor la agregacióndelsustrato.Vergery co/sl’ postularon

un modelo segúnel cual la enzimaseunea la interfasepor un lugaradicionaltopográficay

funcionalmentediferenteal lugar de actuación,estabilizandolas interacionescon la interfase

(Figura 3).

Faseacuosa
E

Figura3: Modelo esquemáticode lipolisis’
4.

FaseIipídica
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Un factor característicode la lipolisis es que la concentracióny orientaciónde la

enzimay del sustratoen unafase superficial vienedeterminadapor fuerzasdistintasde las

que intervendríanen el casode interacióndirectaentrela enzimay el sustratoen la catálisis

homogénea.

Como sededucede la Figura3. el microentomode la enzimaesmuy diferentedel

macroentomo.Lamonocapadondeseencuentrala lipasavienedeterminadapor lanaturaleza

del sustrato,por la presenciao no de agentesemulsificantes,etc., y en general, por el

coeficientede repartodel sustratoen la bicapa.Por otro lado,hay enzimasque necesitanla

presenciade cofactores,comola colipasa,que sirven deunión entrelaproteínay la interfase.

Todos estosfactoresañadennuevasdificultadesal estudiode la actividadenzimática,por lo

que en la bibliografía se recogennumerosostrabajosacercade las caracteristicasfísica-

quimicas de la interfase y de los factores que determinan el área interfacial de• las

emulsiones4754.56

La principal utilidad de la emulsiónes la creaciónde grandesáreasinterfacialesque

contienenel sustratoapolaren un volumenrelativamentepequeño.Ello permitela adsorción

de todas las moléculasde enzimaen la interfasey la máximavelocidad de reacción47.La

diferente distribucióndel tamañode la emulsiónpuedemodificarel comportamientocinético

de la enzima Por otro lada, tambiénes importanteutilizar emulsificantesapropiadosque

disminuyan la tensión interfacíal e impidan fenómenosde agregación,que provocan la

disminución del área,superficial47

Actualmentese recomiendael uso de monocapaslipídicas frente a los sistemas

clásicos,ya que presentanuna sedede ventajas57:

a).- Son muy sensiblespor lo que senecesitancantidadesmínimas de lípidos para

realizarmedidascinéticas.

b).- Permitenel control de parámetrosfísico-químicoscaracterísticosde la película

monomolecular,apanandoinformación sobreel curso de la reacción.

c)- Semejora la “calidad de la interfase’,que dependede la naturalezade los lípidos

que forman la monocapa,orientación y conformación de las moléculas, carga,

viscosidad,etc.
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ll.2.4.b.- Mecanismo de reacción de ¡a linolisis y síntesisde ésteres

Las lipasaspresentanun elementoestructuraldiferenciadorque no seconoceen otro

grupo de enzimas.Dicho elementoestructurales una “tapadera” formadapor una porción

helicoidal de la cadenapolipeptidica,que se coloca sobreel centro activo de la enzima

cuando está inactiva. Tras la activación interfacial, expuestaen la secciónanterior, esta

“tapadera’ se abre, dejandolibre el accesohasta el centro activo. Además, se forma un

agujero oxianiónico dondeseunirá el sustratoy será,también,el encargadode estabilizarel

mtermediotetraédricode la reaccion.

El centro activo de las lipasas está constituido por una triada catalítica

(Ser His Asp), que constituyeotro elementocomún(junto con elagujerooxianiónico)entre

las lipasasy las serinproteasas58.Por lo que, el mecanismode acción de las lipasasesmuy

semejanteal de las serinproteasas.

Parael estudiodel mecanismode acciónde las lipasasseanalizó la estructurade los

complejoscovalentescristalizadosde la lipasade Rh.míeheícon sus inhibidores(fosfonato

de p-nitrofenilo y n-hexilfosfonatode etilo)59’60 y seobservóquela aperturade la tapadera,

al unirsecon el inhibidor, provocauna alteracióntotal en la superficiede accesoal centro

activo de la enzima,deforma queéstazonaadquiereun caractermáshidrófobo,favoreciendo

la interacciónde los sustratos(Figura 4).
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Figura 4: Activación interfacial de la lipasade Rh.míehe¡.(C) enzimanativa; (D) complejo

enzima-inhibidor.

Hydrcpbobic surface
r

Hydwpbobíc surface
lbpu

¿
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El mecanismode accióndelaslipasasenla reacciónde sintesiso hidrólisisde ésteres,

en función del tipo de sustratos,es muy similar al de las serin-proteasas61,como semuestra

a continuaciónen la Figura 5.

Asp<2os~

1.- Complejo enzima-sustrato

11
<‘0

Asp<203 ~

H

II.- Intermedio tetraédríco

00

Sp203 ~

o

H

o
Aspc2os)

00
Aspi~o~~~< -- 1-1—N N-~ 1-1-0

o
o

R

2—0

VI.- Complejo enzima-producto

Figura5: Mecanismogeneralde síntesisde ésterescatalizadapor lipasas.La numeraciónde

los residuoscorrespondea la lipasade Rh.miehei
6’

o

o

IV.- Complejo acil-enzima

iL

11
V.- Intermedio tetraédrico

11
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III.- Complejo acíl-enzima
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Durante la reacciónde sintesisde ésteres,el carbono carbonilico del ácido sufreel

ataquenucleofílico del grupohidroxilo del residuo de Sermade la triada catalítica,que ha

sido previamenteactivado a travésde una red de puentesde hidrógeno con los otros dos

elementosde la triada (Histidina y Aspártico) (Figura 5). A continuación,se forma un

intermediotetraédricoqueseestabilizaporpuentesdehidrógenocon el residuoSerina-82que

formapartedel agujerooxianiónico.Estefrágil intermedioserompeliberandounamolécula

de aguay dando lugar al complejo acil-enzima,el cual esatacadopor el alcohol quehay en

el medio de reacción. De esta manera, se forma otro intermedio tetraédrico,también

estabilizadopor el agujerooxianiónico, que serompeliberandoel éstercorespondiente.Al

mismo tiempo, la tríadacatalíticade la enzimarecuperasu estructuraoriginal. La velocidad

de reacciónde todo esteprocesoestádeterminadaporlaprimerafase,formacióndel complejo

acil-enzima,ya que es la máslenta.

En las reaccionesde hidrólisis de ésteresel mecanismode acción es el mismo; la

únicavariaciónresideen lanaturalezade los sustratos.El primerdonadorde adaesun éster,

en lugarde ácido; trasla rotura del primerintermediotetraédricoselibera un restoalcohólico

y el ataquenucleofilico final lo realizauna moléculade agua,en lugar de unamoléculade

alcohol.

11.2.5.-ACTIVIDAD CATALITICA DE LAS LIPASAS

Un catalizadorsedefmecomotodaaquellasustanciaque acelerala velocidadde una

reaccióny puedeserrecuperada,sin sufrir cambiosquímicos, al final de la reacción.

En los organismosvivos las enzimasactúancomo catalizadoresde la mayoríade las

reaccionesbiológicas;pero actualmentelas enzimastambiénseutilizan como catalizadores

de reaccionesde síntesisquimicaorgánica,pennitiendola realizaciónde reaccionesque antes

presentabanmuchosinconvenienteso eran inviables (ver ILZ 6,).
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lI.2.5.a.- Cinética enzimática

U.2.5.a.1.-Determinación de la actividad catalitica de una enzima.

La actividad catalitica de una enzima se expresacomo milimoles de sustrato

transformadospor unidadde tiempo.

Cuandosequierecompararla actividadde distintasenzimas,como catalizadoresde

una determinadareacción,se utiliza el término de actividadespecíficaque equivalea la

actividadcatalíticapor miligramo de proteína.

El valor de actividadcatalíticasecalculaatravésde lapendientede la rectaobtenida

al representarla velocidaddereacción,expresadaen milimolesde sustratotransformadospor

minuto, frente a la cantidaddeproteína,expresadaen miligramos. Parapodercompararla

actividadenzimáticaespecificade distintasenzimasesnecesarioquela determinaciónde su

concentraciónprotéica se haya realizado siguiendo la misma metodología,ya que los

resultadosobtenidos,por ejemplosegúnel métododel biuret y el método de Bradford son

diferentes.

ll.2.5.a.2.-Estudiodel mecanismode acción de una enzima

El mecanismode acciónde unadeterminadaenzimadependedel tipo de reacciónque

catalice.En la presenteTesisDoctoral seanalizarondos mecanismode acciónparala lipasa

de Rh.m¡ehe¡:

a) reaccionesdehidrólisiscon un salo sustrata(determinaciónde la actividad

lipásicay esterásica),segúncinéticaMichaelis-Menten.

b) reaccionesde síntesisde ésterescon dos sustratos,segúncinéticasde tipo

ping-pangbi-bi.

CinéticasdeMichaelis-Menten.

Los principios generalesde la cinéticadelas reaccionesquímicasson aplicablesa las

reaccionescatalizadaspor enzimas,pero éstasmuestranun rasgocaracterísticoy que solo se

dá en las reaccionesbiocatalizadas:la saturacióncon el sustrata.

Las reaccionesmás sencillasde la cinéticaenzimática,son aquellasen las que un

sustrato 5 es convertido en un productoP por medio de una reaccióncatalizadapor una

24



Introducción

enzimaE, sin queseproduzcaninhibicionesporproductou otrassustancias.Estasreacciones

siguenel siguienteesquema:

S±E S-E -~ P+E

La cinética de estas reaccionesenzimáticassigue el modelo descritopor Leonor

Michaelis y Maud Menten en 191363. Según estemodelo cinético, para una determinada

concentraciónde enzima, la velocidad de reacción aumentaproporcionalmentecon la

concentraciónde sustrato[S], hastaocupartodoslos centrosactivosde la enzima,alcanzando

entoncesun estadode saturaciónenzimáticay máximaactividadcon unavelocidadconstante

(V~j (Figura 6)

Figura6: Representaciónde Michaelis-Menten.Efectodela concentracióndel sustratosobre
la velocidadde una reaccióncatalízadaenziniaticamente.

Este procesose expresacuantitativamentea través de la ecuaciónde Michaelis-

Menten,ecuaciónde velocidadparalas reaccionescatalizadaspor enzimasque sólo actúan

sobreun sustratoy que esconsideradacomo la ecuaciónbásicade la cinéticaenzimática.
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[5] [1]
KM + [S]

Constantede M.ichaelis (¡CM): esla concentraciónde sustratoala cual sealcanzauna

velocidadde reacciónque equivale a la mitad de la velocidad máxima, es decir, es la

concentraciónde sustratoa la cual la mitad de los centros activos de la enzima están

ocupados.KM indica el grado de estabilidaddel complejo enzima-sustrato;ya que ‘ni valor

elevadode KM indica que la unión del complejoesmuy débil.

Velocidad máxima(V~J: Indica la velocidadmáximade reacción,que seobtiene

cuandotodos los centrosactivosde la enzimaestánsaturadosde sustrato.

Paraanalizarla actividadcatalíticade unaenzimaseutiliza el númerode recambio

(kJ, parámetroquerelacionala velocidadmáximade reaccióncon la concentracióninicial

de enzimay que, representael númeromáximo de moléculasde sustratoconvertidasen

productopor unidadde tiempopor unamoléculade enzimacuandoestátotalmentesaturada

de sustrato.

y
ma

[2]
[E0]

Con el fin de transformarla ecuaciónde Miehaelis-Mentenen una representación

lineal sesiguenlos métodosde: Lineweaver-Burk”y Eadie-Hofstee
6566.

* Métodode L¡neweaver-Burk:Se representanel inversade la velocidadde reaccián

(11v) frenteal inversode la concentraciónde sustrato(lis). El punto de corte

de la recta con el eje “y” representala inversadel valor de V~ y el valor de

la pendienteequivaleal cocienteKMN~
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* Métodode Eadie-Hofstee:Se representala velocidadfrente al cocienteV/(S]. El

valor de la pendienteequivale a -KM y el punto de corte con el eje de

ordenadasequivalea

La representaciónde Eadie-Hofsteese consideramásprecisa67~8,por lo que va a ser

la representaciónlineal utilizada en la presenteTesisDoctoral.

Cinéticasmuitisustrato

La mayoriade las enzimassuelenutilizar más de un sustratoparallevar a cabo su

accióncatalítica.Muchosde los principiasaplicadosparaenzimasque actúansobreun solo

sustratopuedenaplicarsetambiéna sistemasmultisustrato.No obstante,en la mayoriade

estoscasossesueleobservarun comportamientomichaelianocuandola concentraciónde un

sustratosemantieneconstantey solamentevaríael segundasustrato.Segúnla terminología

comunmenteaceptada,se consideranreaccionessecuencialesaquellasen las quetodos los

sustratosseunen ala enzimaantesde queseformeel primerproductode la reacción.Estos

mecanismossecuencialesse llaman ordenadossi los sustratosse unen a la enzima y los

productosseliberan en un orden obligatorio.Parsuparte,un mecanismoal azar implica la

no obligatoriedaden el orden decombinacióno liberación.Parotraparte,las reaccionesen

las cualesunos o más productosseliberan antes de que todos las sustratosse añadanse

denomnina1,inz-vonao de dobledesplazamientoy el térmno»uni-uni» o “bi-bi” hacereferncia

al númerode sustratospresentes.

La cinéticade las reaccionesde transferenciade acilo catalizadasporlipasasen medio

orgánico,quepuedenconcluir en la síntesiso hidrólisisde ésteresen función de lanaturaleza

de las sustratos,correspondeaun mecanismode reaccióntipo pmg-pongbi-bi69, que es una

variacióndel modelo deMichaelis-Menten,definidoparareaccionescon dassustratosy que

se desarrollanen dasetapas.

El mecanismogeneralde reacción de las lipasasse basa en la formación de un

complejoacil-enzimacon el primersustratoracénuco(A~ y A
5), queposteriormentesufreun

ataquenucleofilicapor el segundosustrato(B) formándoselos productode la reacción(~R

y P3). Estemecanismode acciónserepresentóen el apartadoanterior (ver 1L2.4.b.;Figura

S), pero sepuedeesquematizarparaun sustratoracémicasegúnel siguientemodelo:
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reacciónenantiómero R

Enzima±R—C02—R1

R,OF-I

—I----—1 R—OQ—Enz

R2OH

A6
Enzima+ R—002---R2

AR

reacción enantiómero5
R10H
1Enzima

A,

— R—CO--Enz —iZi—.~-p.. Enzima+

k2, ________

PS

Esquema3: Mecanismodo reaccióntipo ping-pang bi bi para sustratos quirales

En las reaccionesde síntesisde éstereslos sustratosAR y A8 son los enantiómeros

de un ácidoy K-OH esun alcohol, mientrasquelos productos~R y P~ sonlos enantiómeros

del ésterformadoy R1-OH es el agualiberadaen la reacción

En el esquema3, parala reacciónde síntesisde ésteres,k8, kb, W8 y k’b sonconstantes

netasde velocidad
70.Cineticamente,lc, y k’, equivalena K

0/K,J, de ambosenentiómeros(AR

y A8) y kb, k’b representanla constantedeunióny el rendimientocatalíticodecadacomplejo

diastereoisoméricoacil-enzimarespectoal nucleáfiloaquiral.

Los valores de las constantesde velocidadk8 y kb correspondena las siguientes

ecuaciones3 y 4 respectivamente.

ka exp (-A071/RT)

= exp (-AG~/RT)

[3]

[4]

dondeT1 y T2 indican los estadosdetransición.

Si la velocidadde reaccióndel

rival A8 es VAS , entonces~plicandoel

se obtienenlas siguientesreacciones:

enantiómero AR es VAR y la velocidaddel enantiómero

métodode constantesnetasde velocidadde Cleland
7’
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tÉnz]O¡vÁR= l/kdA~] + (l/kb + k’~[Asjj/k~k’b[AR] ) . l/(ROH] [5]

[EnziO/vAS= l/k’jA5] + (1/k’b + ks[AR]/k’akb[Aj) l/[ROH] [6]

Estas ecuaciones indican claramenteque la discriminación entre dos sustratos

competitidoresdependede la secuenciacompletade la reacción.

En las reaccionesde hidrólisis de éstereslos sustratos (AR y A8) son los

enantiómerosde un ésterquiral y R2-OH esun alcohol, mientrasquelos productos(~R y P5)

son los enantiómerosdel ácido liberado. En estasreaccionesseproduceuna pérdidaparcial

de especificidaddebidoa la elevadaconcentraciónde agua(55,SM), que esel disolventede

la reacción.Como consecuencia,el segundotérminode las ecuaciones5 y 6, que representa

los pasosque siguen a la fase irreversible de la reacción,son anulados,quedandoesas

ecuacionesreducidasa las siguientesecuaciones, paralas reaccionesde hidrólisis

[Enz]JvÁ 11kJA] [7]

[Enz]dyB = lIk’a[B) [8]

Combinandolas dos ecuaciones7 y 8 seobtienela ecuación9~.

VA/VB = (ka/ka) . ([A]/[B]) [9]

Esta ecuación 9 indica que en las reaccioneshidrolíticas, la enantioselectividad

dependei¿micamentede la secuenciacatalíticaque conducehastael púmerpasoreversible.

Estadiferenciaen cuantoa la enantioselectividadde los dosprocesosexplicapor qué, en

algunoscasos,la enantioselectividaddel procesoesmayor en las reaccianesde esterificación

73-75

en disolventesorgánicosque en reaccionesde hidrólisis en medio acuoso
Las reaccionesque siguenun mecanismode tipo ping-pongdan lugar a gráficasde

Lineweaver-Burkparalelasparadiferentesconcentracionesdel segundosustrato,mientrasla

V~ y la KM del primer sustratotambiénaumentan(Figura 7).
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Figura 7: Gráficasde Lineweaver-Burkparalelas,característicasde la cinéticaping-pang.

IIZ.5.b.- Estereoseleetividadde las li»asas

Las lipasassonenzimasenantioselectivas;propiedadque hapermitido llevar a cabo

transformacionesregio- y enantioselectivasque no eranposiblespor técnicasde Sintesis

Orgánicatradicionaly queseránanalizadasen el próximoapartado(ver 11.2.6.)

ll.L5.b.1..- Parámetros de enantioselectividad

Con el Fm de cuantificar la enantioselectividadde una enzimaen una determinada

reacción, Sih y co¡s76’~ definieron un parámetro denominado Coeficiente de

enannoselectividadiR). Estecoeficientesedefinió como la relaciónentrelos parámetrosV,,~

y KM de los dos enantiómerosAR y A
8.

Duranteunareacciónenantioselectiva,silos dosenantiómeroscompitenporel centro

activodelaenzimay secumplenlasexigenciasde la teoríadel estadoestacionariopostuladas

porMichaelis-Menten,lasvelocidadesde reacciónde ambosenantiómerossepuedendefinir

en función de los parámetroscinéticos K0~ y KM. segúnlas siguientesecuaciones:

It

[sus*ratO-U]
2K +

4
-4.

1/~
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~AR = (kcat ¡ KM)AR [E] lAR] [10]

~AS = ~ / KM)AS [E] [A8] [11]

Por tanto, el coeficientede enantioselectividad(E), seguiendola definición antenor

sepuedeexpresarsegúnla ecuación12

(V~ ¡ KM)A
- [12]

(VWS.X/KMt

Dado queestasconstantescinéticasestánrelacionadascon la energíalibre de ambas

estadosde transición,la enantioselectividadde unareacciónestárelacionadacon la diferencia

de energíade los estadosde transición correspondientesa cadaisómero(ecuación13).

(k0~ ¡ KM)A

AAG=(AGt-AGB)=-RT1n [13]
(k~~ ¡ KM)B

Actualmente,parareaccionesirreversiblesen lugardeutilizar todos estosparámetros,

característicos de las reaccionescorrespondientesa cada uno de los enantiómeros,se

simplifica el procesoempleandola expresiónmatemáticapropuestapor St y coW
7<”1 que

relacionael valor de E con la conversión(c) y el excesoenantioméricodel sustrato(e;) o

del producto(eec). El inconvenientede esteparámtroes que solo se puedeaplicaren

ecuacionesde primer ordeno de pseudoprimerorden, es decir en aquellasreacciones

dondesolo hayaun sustratoo en las queuno deellosestáen unaconcentraciónmuy supenor,

como la reacciónde hidrólisis de ésteres,en la cual uno de los reactivos(el agua) es el

disolventede la reaccióny la velocidadde reaccióndependeunicamentede la concentración

del éster.

[14]
lix [(l-c) (l+ee

8)]
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lix [l-c (l-ee,)]
[15]

lix [l-c (l+ee~)]

En estasecuacionesla conversióny los excesosoenantioméricosseexpresanen tanto

por uno.

1L2.&b.2.- Determinación experimental del rada de enantiaselectividad de una

reacción.

Para determinarel grado de enantioselectividadalcanzado en una reacción la

metodologíamásutilizadaes la cromatografíapor HPLC con columnaquiral.

La cromatografíasebasaen la distribución de un compuestoentredas fases: una

móvil y otra estacionaria.Hasta hacepocos años, la mayoríade las fasesestacionarias

utilizadas en cromatografíagaseosay en cromatografíalíquida eran aquirales, lo que

significaba que la separaciónde enantiómerosno podía realizarsedirectamente,sino que

previamentehabíaqueformardiastereoisómerosporreacciónconunagenteopticamentepuro.

Brooksy Gilbert76 desarrollaronporprimeravez tui métodode separaciónde los dos

isómeros de Ibuprofen por cromatografía gaseosa,mediante la formación de amidas

diasterosisoméricasdeesteácidocon R(+) «-metil bencil amina.A partir de esemomento,han

ido ~areciendoen la bibliografíadiversosmétodosde separaciónde enantiómerosdeácidos

2-anípropiónícosmediantecromatografía,previaderivatización77’7.

No obstante,esmás útil utilizar un método cromatagráficodirecto de separaciónde

enantiómerosutilizando unafaseestacionariaquiral y unafasemóvil aquiral. En la presente

TesisDoctoral seha seguidoestametodologíautilizando columnasquiralestipo Chiralcel

(Daicel ChemicalImnd.), cuyafaseestacionariasupramolecularesun derivadode celulosay

una fase móvil aquiral, con una composicióndeterminadasegúnel ácido 2-arilpropiónico

analizado(Tabla 13). Dado queexperimentalmentesedetenninael excesoenantioméricodel

ácido quiral (producto de la reacción de hidrólisis de los esteresde dichos ácidas 2-

arilpropiónicos),paracalcularel coeficienteenantiomérico(E) delareacciónde hidrólisis se

utilizará la ecuación[15].
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1L2.6.-. ACTIVIDAD DE LAS LIPASAS EN MEDIO ORGÁNICO

El medio natural de actuaciónde las enzimasdurantelos procesosbiológicos es el

agua. En estemedio las enzimas adoptan una conformaciónplegadade forma que los

aminoácidosapolaressecolocanhaciael interior de la molécula,mientrasque los residuos

polaressedisponenen la superficieen contactocon el aguadel medio79. En medio orgánico

las enzimastenderíana plegarseen sentidocontrario,de formaquequedaranen la superficie

los residuos apolares.Estehecho conduceal planteamientode cómo es posible que las

enzimaspuedanretenersu actividad catalíticaen medio orgánico.

Las diversasinvestigacionesllevadasa cabo coincidenen señalarque la estructura

enzimáticaen medio orgánico no se modifica, y par tanto, la actividad enzimáticase

mantiene. Algunos autores afirman que una enzimanativa en medio orgánico sufre mi

atrapamientocinético, debidoa las interaccioneshidrófobasproducidaspor la bajaconstante

dieléctricadel medio, lo quepermiteel mantenimientode la estructuraproteica.Estarigidez

enzimáticasehacamprobadoen laproteinasaa-líticamediantetécnicasde RMiN de deuterio

so
en estado sólido y en la a-quimotripsinamediante técnicas de resonanciade spin
electrónÁco8t.Otros autoreshan comprobadoque tras liofilizar una disolución enzimática,

dichaenzimamantienela conformaciónqueteníaal pH de la disolución de partiday además

dicha conformaciónse mantienecuando la enzimaliofilizada seutiliza en un medio con

disolventesorgánicosanhídros~.Finalmente,sehacomprobadopor medio de diagramasde

difracción de rayos-X,quela estructurade la subtilisinaCarlsbergcristalizadaen acetonitrilo

anhidro es idénticaa la de la enzimaen aguan

11L2.6.a.-Ventajasde la catálisisenzimáticaen medio or~ánco

El empleo de enzimascomo catalizadoresen medio orgánicopresentauna serie de

ventajasl3M:

1).- aumentode la solubilidadde la mayadade las compuestosorgánicos

2).- posibilidad de llevar a cabo reaccionesque son imposibles en medio acuoso

debidoa restriccionescinéticaso termodinamicas.

3) - aumentode la estabilidadenzimática

4) - sencillarecuperaciónde los productosde reacción
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5).- debido a la insolubilidad de las enzimas en medio orgánico es posible su

recuperaciónal final de la reacciónpor simple filtración, lo que permitesu

posteriorreutilización.

6).- eliminaciónde contaminacionesmicrobianas.

7).- se evitanreaccionessecundariasprovocadaspor el agua,como lahidrólisisde los

anhídridosde ácidoutilizadoscomo agentesacilanteso la polimerizaciónde

las quinonas,utilizadascomo regeneradorde cofactores.

8).- aumentasuestabilidadtérmica,permitiendosuutilizaciónatemperaturaselevadas,

hasta1 00 0C”47.

9).- las enzimasinmovilizadaspor adsorción sobresuperficiesno porosasno se

desprendendel soportecuandose utilizan en medio orgánico.

IL2.6.b.- Elección del disolventeorgánico

Lanaturalezadel disolventeorgánicoafectaa la estabilidady actividadenzimáticapor
70

tres vias

a>.- Inhibiendoo inactivandola enzimapor interaccióndirectacon ella, ya que

el disolvente orgánico puede distorsionarlas puentesde hidrógenoy las interacciones

hidróbofasquemantienenla estructuraprotéica,provocandouna disminucióndesu actividad

y estabilidad88.

b).- Los disolventes orgánicos pueden interaccionarcon sustratoso con

productosde la reacción.Porejemplo,el cloroformoprovocauna significativa disminución

de la actividadcatalíticade la peroxidasadurantela reacciónde oxidación de fenoles89.

¿4- el disolventeorgánicopuedeinteraccionarcon la capadeaguaesencialque

rodeaa las enzimas,provocandola alteraciónde suconformaciónactiva. La interacciónentre

el disolvente orgánico y el aguaesencial de una enzimaes directamenteproporcional al

caracterpolarde dicho disolvente;yaquelos disolventespolarestienenmayorcapacidadpara

captaresasmoléculasde agua,provocandola desnaturalización,y por tanto desactivación

enzimática90.Estavía de alteraciónenzimáticaesla másimportanteen el casode las lipasas.
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En general,la eficaciacataliticade las enzimasdisminuyeal aumentarlapolaridaddel

disolvente75.Sehacomprobadoque los disolventespolarespuedendesactivarlas enzimas;al

captarel aguaesencialparael mantenimientode la conformaciónenzimáticaactivar o al

penetrarhastasunúcleohidrofóbo,alterandosu delicadaconformación”.

Con el fin de optimizar la actividadcatalíticade las enzimasen medio orgánicose

sueleutilizar el parámetrologP (coeficientede partición del disolventeen un mediobifásico

n-octanol/aguaf93,como medidade la polaridadde los disolventesorgánicos7Ú»4.~.Laane~

cols.96 analizaronla relación existenteentrela actividadenziniáticade variaslipasasy otros

parámetrosfisico-quimicosde los disolventesorgánicos,como la constantedieléctrica(e), la

capacidadde formar enlacesde hidrógeno(y), el momentodipolar (u) y la polarizabilidad

(a), pero solo obtuvieronunacorrelaciónclara con el valor de logP.

En función del logP sehan clasificadolos disolventesorgánicosen tresgrupos96:

1).- JogP<2 (solubilidaden aguasuperioral 0,4 %) Distorsionanla delicada

y vital capade aguaquerodeaa las proteínas,ya que penetranen dichacapao reemplazan

las moléculasde aguade dichacapa

III).- Iog Pentre2 y 4 (solubilidaden aguaentre0,04 y 0,4 %). Distorsionan

las interaccionesenzima-agua,pero en menormedidaquelos disolventesanteriores.Alteran

la actividadenzimáticade formaimpredecible.

In).- IogP > 4 (insolublesen agua).No distorsionanel escudode moléculas

de aguaquerodeana la proteínay mantienena la enzimaen su estadoactivo.

Así pues,los disolventesapolarescomo:hexano,isooctano,tolueno,ciclohexano,terc-

butil- y diisopropilétery derivadoshalogenadoscomo tricloro- o trifluoroetanohan sido

utilizadoscon éxito coma disolventesai reaccionescatalizadaspar lipasas.Sin embargo,al

utilizardisolventespolarescomo N,N-dimetilformamida(DMF),piridinay n-butanol,sealtera

la estabilidadenzimáticay se desactivael biocatalizador70.

Centrándonosen el comportamientode la lipasa de Rh.m¡ehe¡diremosque Zaks y
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Klibanov’3, tras analizarla influenciade lanaturalezadel disolventeorgánicoen la actividad

de tres lipasasdeorigendiverso(lipasapancreáticaporcina,lipasadeRhsnwheiy lipasade

C.cylindracea) durante la reacción de transesterificaciónde tributirina y n-heptanol,

observaron que la lipasa de Rhw’n¡ehe¡ ocupa una posición intermedia respecto a su

sensibilidada la naturalezadel disolvente,ya que la actividadde la lipasade C.cylindracea

es directamenteproporcionala la naturalezadel disolvente y la actividad de la lipasa

pancreáticaporcinano tieneningunarelación con el mayor o menorgrado de polaridaddel

medio, debidoprobablementea quesus moléculasesencialesde aguaestánmás fuertemente

unidasy es másdificil queel disolventelas elimine96.Además,comprobóqueninguade estas

lipasaseraactivaen dimetílsulfóxidoy DMF, debidoala disolución de las proteinasen estos

disolventes,mientrasqueen los otros disolventeslas lipasassemantienían en suspensióny

activas.

Miller y cols.9 analizaron la actividad de la lipasa inmovilizada de Rh.mieheí

(Lipozyme® 1M20) en la reacciónde síntesisdel miristato de propilo utilizando diferentes

disolventes.Comprobaronque estalipasaes practicamenteinactivaen disolventespolareso

miscibles en agua,mientras que presentauna elevadaactividad en disolventesapalares.

Además,comprobaronque en algunoscasosen los que seutilizaron disolventespolaresera

posiblerecuperarla actividadenzimáticaresuspendiendola lipasaen un disolventeapolar

como el hexanoy añadiendouna ciertacantidadde agua.Estarecuperaciónsolo fue posible

en el caso del tetrahidrofurano(THF) debido a que estedisolventeelimina solamentelas

moléculasde agua unidas muy debilimente a la enzima,provocandopocas alteraciones

conformacionales,las cualessonfácilesde solventaral adicionarciertacantidaddeagua.Por

el contrario, al seguir el mismo procedimiento con DMIF, la enzima no recuperabasu

actividad,ya queestedisolventeeliminatodo el aguade lamoléculaprovocandoalteraciones

irreversiblesde laproteína.

En conclusión,el disolventeorgánicoidealparaunadeterminadareacciónesaquelque

solubiliza los sustrato~9y no desorbeni distorsiona el manto acuoso esencialpara el

mantenimientode la conformaciónactivade la enzima~.
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11L2.6.c.- Importancia del aguaen la actividad enzimática en inedia orgánico

.

Como seindicó anteriormente,el medio biológico de actuaciónde las enzimases el

agua, ya que participa directa o indirectamenteen todas las interaccionesno covalentes

(interaccioneselectrostáticas,enlacesde hidrógeno y fuerzas de Van der Waals’0’ que

permitenel mantenimientode la conformaciónnativa, y por tanto, catalíticamenteactivade

las enzimas’~~ Además, se ha comprobado que aunque las enzimas mantienen

perfectamentesu actividad y conformaciónen medio orgánico, sepuedeninactivar si se

elimina todo el aguadel medio, ya que el disolventeorgánicocaptarámoléculasde aguade

la enzima.Por tanto, la cuestiónquehay queplantearseno essi las enzimasnecesitanagua,

smocuantaaguanecesitanparamantenersuconformaciónactiva en un medio determinado’3.

El métodomásconectoparaestablecerla cantidadde aguaesencialparala actividad

de unadeterminadaenzimasebasaen la correlaciónentrela actividadcatalíticay la cantidad

de aguadisponiblepor la enzimaen un disolventeorgánico.Esta correlaciónseobtiene a

travésdel conceptode actividad de agua(a,j, que es el mejorparámetropara describirla

distribución de aguaen sistemasmultifásicos’t

II.2.6.c.1.-Actividad de agua(a,,)

Sí suponemosun sistemacerradaen el que unafasegaseosahúmedaseencuentraen

equilibrio con una faselíquida, tambiénhúmeda,sepuededefmir la actividadde agua(a,,)

de la fase líquida a unatemperaturadadacomo [161105

fw
[16]

donde: f,, es la fugacidaddel aguaen la mezclaa la temperaturade equilibrio

es la fugacidaddel aguapuraa la mismatemperatura

Si la concentraciónde aguaen el sistemaespequeña(como sucedeen los procesos

biocatalizadosen mediosorgánicosligeramentehidratados)y setrabajaabajaspresiones(pe.

a presiónambientalde 1 atm), sepuedesuponerqueel vapor de aguasecomportacomo un
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gasideal,por lo que sepuedesustituir la fugacidadpor la presiónparcial del vapor de

agua[17].

1’,,
[17]

La presiónde vapor del aguapura(P0,,) en estascondicionesseconsideraigual a la

unidad.La ecuacióntransformaday expresadaen tantopor ciento sedefinecomo Humedad

relativa en el equilibrio (PiRE) [18].

HRE=P,,lO0=a.~<lO0 [181

II.2.6.c.2.- Isotermas de adsorción

En la práctica,la actividadde agua(a,,) sedeterminaintroduciendola muestraen una

cámarade medidacenada,a temperaturaconstantey con volumen lo máspequeñoposible.

Pasadoun tiempo,sealcanzael equilibrio entrelahumedaddel aire de la cámaray la de la

muestra.Estahumedadrelativa del aire en la cámarade medida,correspondea P~, y si

consideramosP~ 1, obtenemosel valor de a,, apartir de [17).

La formamáscomúnde representarestosdatos,esuna curvaquemide la variación

de la cantidadde aguaañadida(g. agua¡ g. muestra)frentea a,,. Segúnlas medidassean

efectuadasdurante la deshidrataciónde la muestra (desorción) o en el curso de la

rehidratacióndela misma(adsorcióno resorción)seobtendrándoscurvas,queno tienenpor

qué coincidir (fenómenode histéresis).

Como seindica en la Figura 8 unaisotermade adsorciónsedivide tres zonas.
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o

o

la

Figura 8: Isotermateóricade adsorción-desorción.

Al analizarel contenidoen aguade unaenzimahay que considerardosfraccionesde

moléculasunidasa las enzimast06:

a).- la primera fracción estáconstituidapor moléculasde aguafacilmente

separables,quepuedenserfacil y exactamentecuantificadaspor desorción.Estasmoléculas

de aguaresidual(no superiora 0,07 mg agua/mgde enzima),se creeque interaccionan
107

solamentecon gruposfuncionalescargadosy algún agrupamientode aminoácidospolares
El aguaque sedesorbeinicialmenteprocedetanto de residuospolares,como no polaresde

la secuenciapolipeptídicade la enzima;aunque,evidentemente,los residuosmásexpuestos

al medio seránlos máspolares.La energíalibre de desoraón,de estasmoléculasde agua

haciael disolventeorgánicoesfavorable(AG <0).

b).- la segundafracciónde moléculasde aguasemantienenfuertementeunidas

a la enzimay constituyenpartede su estructura.Su desarciándesdezonascargadasde la

enzimahaciael disolventeorgánicosuelesertermodinamicamentedesfavorable(¿NG > O).

0.23 (kW 0.75
Activklad de agua <A..’)
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En la isotermateórica(Figura8) sepuedendiferenciartreszonas,quesecorresponden

con los diversostipos de moléculasde aguaunidasa la enzima:

Zona 1: El agua presenteen esta zona de la isoterma es el agua más

fuertementeunida, que en el caso de las proteínascorresponderiaal aguade cristalización.

Esteaguaestáunidaazonaspolaresde la proteínapor interaccionesagua-ióno agua-dipolo.

La entalpíade vaporizaciónde esteaguaes muchomayorquela del aguapura, y no puede

congelarsea -40 0C. El limite de las zonas1 y II corespondeal contenidode humedad

‘monocapa’. Al contrario de lo quepuedainferirsedel nombre,la monocapano significa la

coberturade toda la materiasecapor una capasimple de moléculasde aguadensamente

empaquetadas,sino quesetratade la cantidadde aguanecesariaparaformar una monocapa

sobrelos gruposaltamentepolaresy accesiblesde la materiaseca.

Zona II: El aguaañadidaen la zonaII ocupalos restantessitios de laprimera

capay vanascapasadicionales(aguaen multicapa).La entalpíadevaporizacióndel aguaen

multicapaesligera o moderadamentesuperiora la del aguapura.

Zona LII: El aguade la zonaIII es el aguamenosligada a la proteínay por

ello sedenomina“agua de la fasemasiva”. Tiene una entalpiade vaporizaciónigual que la

del aguapura,por lo quesetrata de aguacongelable.

ll.2.6.c.3.- Competenciapor el aguaen un sistemabiocatalidco

La disponibilidaddel aguaalrededorde las moléculasactivasde enzimadependede

la presenciade elementosen el sistema quepuedencompetirpor el agua,segúnseasu

afinidad por la misma,-como: los disolventesorgánicos,los reactivos,los aditivos y los

soportes.

Disolventesorgánicos

Como seindicó anteriormente(ver II.2.6.b.) los disolventescompiten,en función de

supolaridad,con la enzimapor el agua.

La capacidadde captaciónde aguaporpartedel disolventeserefleja en su isoterma

de adsorción.Halling y cols.’0’ comprobaronla similitud existenteentre las isotermasde
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adsrociónde aguade las protefnasen aire y en disolventesde diferentepolaridadhastaun

valor de a,.’ próximo a 0,5. Deestaformadedujo que el disolventeno influye en la cantidad

de aguafuertementeligadaa la enzima(quecorrespondeal aguaquetodavíaquedaretenida

tras la liofilización).

Al realizarestudiosde actividadcon lipasasen disolventestan disparescomo hexano

(logP = 3,5) y 3-pentanona(logP = 0,8), se observá que, en todos los casos e

independientementede la polaridaddel medio, la actividadenzimáticaóptimade las lipasas

analizadassesituabaen tomo aunaa.~= 0,55 ‘t Portanto, la medidade la actividadde agua

permite establecerlas condicionesidóneasde reacción.

Reactivos

La naturalezay concentracióndelos sustratossobrelos queactúanlas enzimaspueden

alterarla distribucióndel aguaen el sistema.Así por ejemplo,una concentraciónelevadade

alcohol”0 o de ácido”’ en una reacción de esterificación catalizadapor lipasas,puede

provocaruna disminución drásticade la actividadenzimáticadebido a un aumentode la

capacidadde la fase orgánica para solubilizar agua, y por tanto de sustraeríadel

biocatalizador.

Aditivos

Las sales puedencompetir con las moléculas de enzimapor captar el aguadel

medio112. De la misma forma, los azúcarespresentesen muchospreparadosenzimáticos

comerciales,son capacesde captaragua”3.

Compuestossimilares al agua coma el glicerol y otros glicoles”4, la N,N-

dimetilformamida”5y el dimetilsulfóxido”6soncapacesdealterarla actividadenzimática,ya

queestoscompuestosactúancomomiméticasdel aguay en algunoscasosla adición de estos

compuestosproduceun mcrementoen la actividadde muchosbiocatalizadores.

Soportes

Reslowy cols.”7 demostraronquelanaturalezadel soportesobreel queseinmovdiza

unaenzimainfluye en la actividadcatalíticade la enzimainmovilizada.Estecomportamiento

es debido a la “acuofilia” del soporte,que es la capacidadde éstepara adsorberagua,
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utilizando como disolvente de referenciael diisopropiléter saturado en agua. Estudios

análogos”””8demostraronquelos soporteshidrófobosfavorecenla actividadcatalíticafrente

a los soporteshidrofilicos. De todasformas,ni la capacidaddel soporteparaabsorberagua,

ni su contenido en aguapueden pronosticaruna determinadaactividad en una reacción

biocatalizada.

En el equilibrio, la a.~ será la misma en todas las fasesdel sistema,incluyendo el

soportedonde la enzimaseencuentrammovilizada.Controlandoel valor de a,, del sistema,

seha podido comprobarque el perfil de la curva actividadenzimática/a,,es similar en la

mayoríade los soportesutilizados”9’22

11.2.7.-APLICACIONES DE LAS LIPASAS

11.2.7.a.-Evolución histéricade la aplicación industrial de las enzimas

El uso de enzimasen procesosindustrialesse remontaa las antiguascivilizaciones

orientalesde Clima y Japán,que utilizabanlas enzimasparala producciónde alimentosy

bebidasalcohólicas.Homerodescribe,en ima de susobras,el procesoseguidopor losgriegos

para la elaboraciónde queso; removiendola leche con ima ramade higuera.Estarama

liberabaunaproteasaqueprovocabala coagulaciónde la leche.

En 1875 ChristianHansendesarrollóla primeraindustria de producciónde enzimas.

En sufábricaproducíaunapreparaciónenzimáticaestandarizada,compuestaporuna mezcla

de quimosina,tambiéndenominadaraiina, y pepsina. Estapreparciónse denorniócuajoy

se utilizó en la preparaciónde quesos.

Pero,hasta1955, con la produccióndela glucoamilasa,no sedesarrollóagran escala

la industriade lasanimas.Sin embargo,fuela utilización de lasproteasasen la composición

de los detergentesel factor que impulsó definitivamenteesta industria. A partir, de ese

momentoseiniciarondiversosfrentesdeinvestigaciónacercade las enzimasy suutilización.

Las aplicacionesdel uso de enzimassedividen en cuatrocategorías’23

1).- enzimascomo productosfinales:

mdustriade detergentes

industria de agentesde limpieza

industria farmacéutica

mdustria de alimentaciónanimal
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2).- enzimascomo elementosdel proceso

mdustriatextil

industriadel cuero

industriapapelera

mdustria azucarera

industria cafetera

3).- producción de alimentos y bebidas

mdustriaquesera

industriacervecera

mdustriadel vino y de las zumos

industria deproductoradeproteínas

mdustriacárnica

industriapanadera

industria de grasasy aceites

4).- enzimascomo catalizadoresindustriales

procesamientodel almidón

producciónde antibióticos

industriadedicadaala químicafina

IILZ.7.b.- Aulicacionesindustriales de las basas

Aunquela “industria” de las lipasasseha desarrolladomáslentamentequela de otro

tipo de enzimas industrialescomo las proteasasy carbohidrasas,recientementese han

propuesto nuevas aplicacionespotencialespara este tipo de enzimas, lo que las hará

enonnemaitecompetitivascan las anteriormentemencionadas.

El interésactual acercadel uso de las lipasasen procesosbiotecnológicosse debe,

fundamentalmente,a que estasenzimas’24:

a).- son capacesde catalizarreaccionesde sintesiso de hidrólisis de ésteres

controlandolas condicionesde reacción;ya que,laslipasaspuedentrabajaren medios

muy variados,desdesolucionesacuosasa medios orgánicos,sm que sufran una

desactivaciónapreciable
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b).- son enzimasasequiblesdada su alta producciónmediantetécnicasde

ingenieríagenética

no son excesivamentesensiblesa la estructuradel sustrato,lo que las

convierteen biocatalizadoresde amplio espectro.

La oferta comercial de lipasas microbianaspor parte de laboratoriosjaponeses,

europeosy americanos,sehaincrementadoespectacularmente,debido a sugran variedadde

aplicacionesy a su bajo precio. En la Tabla 2 se muestranalgunosejemplos de lipasas

comerciales.

Tabla 2: Lipasasmicrobianascomercialesmásutilizadas.

Lipasa de

Aspergíllusníger

Candida rugosa

Rhízomucormíehez

Candidaantáretica

Geo¡richumcandidum

gumicolalanuginosa

Pseudomonascepacia

nombre comercial

Amano A

LipaseOF,Amano LipaseAY

Amano R-l0, Lipozyme

SP525,SP435A,Novozym435

AmanoupaseGC

Lipolase

AmanoP;PS, PS30, LPSO

laboratorio suministrador

Amano

Sigmay Amano

Aniano y Novo-Nordisk

Novo-Nordisky Flulca

Sigmay Amano

Novo-Nordisk

Amanoy Fluka

Las lipasasseutilizan fundamentalmenteen la industriaalimentaria(producciónde

quesosy elaboraciónde lecheparalactantes)y en la industriade grasasy aceites Asimismo,

se empleanen la industria de los detergentes,de los agentesde limpieza, en la industria

farmacéutica,en la industria papeleray como catalizadoresen numerosasreaccionesde

síntesisorgánica.
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fl.2.7.c.- Utilización de las basasen reaccionesde síntesisorgánica

En la presenteTesis Doctoral el estudio de las aplicacionesde las lipasasse ha

centradoen su utilización como catalizadoresde reaccionesde SintesisOrgánica,ya quelas

lipasas pueden catalizar reaccionesdifíciles de llevar a cabo por métodos químicos

convencionales.A continuaciónseindican algunosejemplos.

* Oxidación indirecta de ácidos

El descubrimientoreciente de que las lipasaspueden catalizar la formación de

peroxiácidoscarboxílicos a partir del correspondienteácido carboxilica y peróxido de

hidrógeno,señaotro ejemplode aplicación de lipasasen procesosquímicosorgánicos’24 El

procesoobjeto de estudioserepresaitaa continuación:

Upase de C.a,wórrttca

o o

R~KOH OOH

Epoxidaci¿c quimiea

01Ri

Esquema4: Oxidaciónindirectadeun ácido, catalizadapar lipasas.

La lipasa cataliza la oxidación del ácido en perácido, presumiblenientepor el

intercambiodel grupo-OH por -OOH. Estareacciónseha utilizado en la epoxidaciónde

aclohexenopor tratamientodel alquenocon lipasa,H~O2, y un ácidocarboxilicode cadena

largao media.
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* Ester4ficaciónregioselectivade O-glucósidos.

La lipasaB de Candidaantarctícaseha empleadoen la esterificaciónregioselectiva

en C6 de glucósidos’
2tEl costede esteprocesoesbastantebajo,ya que la glucosaseobtiene

facilmentede los vegetales.Además,la no utilizaciónde reactivosquímicostóxicoshaceque

esteprocesotengaun gran interésindustrial (Esquema5).

RCOO

RCOOH OH O%H
6

Lipasa

OH

OH

Esquema5: Esterificación regioselectivadel C~ de O-glucósidos.

Estos compuestos,debido a sus buenaspropiedadessurfactantes,representanuna

importantealternativaalosproductosyaexistentes,empleadoscon muy diversosfines;desde

cosméticosa detergentesde lavadoen frío, desengrasantesindustrialesde metalesparausos

electrónicos,etc.

ll.2.7.c.1.- RESOL1IJCION DE RACEMATOS

La actividadbiológica,la biodisponibilidady el metabolismode un compuestoquiral

puedevariar de forma muy significativa de un enantiómeroa otro’
25~’27. Existennumerosos

ejemplos acerca del distinto comportamientode los enantiómerosde un determinado

compuesto;ya queuno puedeseractiva y el otro inactivo; uno tóxico y el otro inerte, uno

agonistay el otro antagonista’2. A pesarde ésto la mayoría de los fármacoscon centros

quirales se han comercializado,hastaahora, como mezclas racémicasdebido a que la

separaciónde los enantiámerospar métodosde síntesisorgánicaconvencionalen algunos

casosesdifícil de realizar; lo que conlievael encarecimientoy prolongacióndel proceso’29

En 1982,los fármacosracémicosy aquelloscompuestoscon un solo enantiómeropuro

se comercializabanen imaproporciónde 7 a 1. Actualmentela situación es muy diferente,

tras las indicacionespropuestaspor la FDA (Administración Americanade Alimentos y

Medicamentos)en 1992, segúnlas cualeslas fármacosquiralesdejande ser considerados

OH
OH
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como entidades individuales y comienzan a ser consideradoscomo combinacionesde

fármacos’30.Como consecuenciade estasdirectrices,el desarrollode un fármacoquiral, si se

quierecomercializarcomo mezclaracémicaconlíevala realizaciónde estudiosfarmacológicos

y toxicológicos de dicha mezclay de cada uno de los enantiómeros,lo que provoca el

encarecimientoy prolongacióndel desarrollode dicho fármaco.

Las circustanciasanteriormentedescritashanforzadoa muchasempresasfarmacéuticas

a sintetizarisómerospuros, o por el contrario, a dedicarsea la fabricación de moléculas

aqmrales De ahí el pronósticode que, parael año 2000, el 80% de estetipo de fármacos

sintéticosseancomercializadoscomo enantiómerospuros’3’ (Figura 9).
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Figura 9: Evolución de la producciónde sustanciasopticamentepurasdurantelos últimos
anas

Deentretodaslas posibilidadesde introducir asimetría,o de resoluciónde racematos,

los procesosbiocatalizadosestán adquiriendomayor importanciacadadia y sin dudalas

lipasas presentanuna enorme aplicabilidad, debido a su enantioselectividady amplia

especificidadde sustrato,lo quelasconvierteen instrumentosde granvalor parala obtención

de compuestosenantioméricamentepuros.

2000
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Realizarun estudioexhaustivodel gran númerode biotransformacionesrecogidasen

labibliografíaseríamuy extenso,por ello remitimosa unaseriede referenciasbibliográfica,

querecogenesteamplio campo t No obstante,a continuaciónseindicanalgunosejemplos

de interés.

* Reaccionesdeacilación

Diversosagentesacilantessehan empleadoen acilacionesirreversiblesy altamente

enantioselectivas(e.e.> 93 %) de 2-halo-1-aril-etanolesempleandola lipasade Pseudomonas

fiuorescens’39. Sehademostradoquemedianteel uso de estaenzima,en disolventesanhidros

y de acetatos de vinilo como donadores de acilo es posible sintetizar alcoholes

enanuoméricamentepuros140-142 de graninteréssintético (Esquema6).

(cN
3co)20

Lipasa de Pfiuorescens

AcOH

Lipasa de P.Jluorescens

+

OAc OH

+

Esquema 6: Síntesisde alcoholesenantioméricamenteputos.

* Reaccionesde hidrólisis

Scilimati y cok.~ llevaron cabo la resoluciónde ésteresracémicoscatalizadapar

lipasas;paralo cual seleccionáun ésterno hidrolizableen carboxilo terminalparamejorar

la enantioespecifI~4ada’ la hidrólisis del otro grupoéster(Esquema7)

O

a o

*

~ OtBu

Lipasa
OH O OH

0
+

— /1Y4¿1”’OtBu

(n=0,1,5,10) (R)e.e.>99%

Esquema 7: Hidrólisis enantioselectivade ésteres.

(8> c.c. = 30-96%

- OH

OH

CH
2X
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El análisis de las influencias estructuralesen la hidrólisis de éstereses uno de los

puntosde mayoractualidaden el campode la biocatálisis.Trasel estudiode la influenciadel

tamañodel anillo en lahidrólisisde acetatoscíclicos,catalizadapor la lipasadePseudomonas

fluorescens, se ha observado que los acetatos con configuración R se hidrolizan

preferentemente,con alta enantioselectividad,independientementedel tamañodel anillo 1«146~

Las lipasas de páncreasporcino y la de Candida rugosa realizan la hidrólisis

enantioselectivade ésteresbicíclicos’47 con un excesoenantioméncosupenoral 94 % para

el casoconcretode los acetatosy de los butiratosde endo-7-oxabiciclo[2,2,1]hept-2-ilo,para

asi obtenerlos correspondientesalcoholesbicíclicosy ésteresópticamentepuros conun e.e.=
9397 148

Varias lipasas,de Pseudotnonasfiuorescens,Aspergullusníger y Candidarugosa,se

han probadoen la hidrólisis de los ésteresetílicos de 2-cloro-N-benciloxicarbonilderivados

de algunosaminoácidosno naturales.Los mejoresresultadossehan obtenido mediantela

reacción llevada a cabo con la lipasa de Aspergilh¿sníger, donde se ha observadouna

preferenciaen la hidrólisis de los enantiómerosL (e.e.= 85-96 %)‘49i Estefué el primer

intento de resolveraminoácidosno naturales,algunosde los cualesno sepuedenhidrolizar

medianteacilasas.

Con la lipasa de Candida rugosa se han obtenido los enantiómerosdel trans-2-

aminocíclohexanol mediante hidrólisis de (+)-2-azÁdociclohexanoatos y posterior

hidrogenación’50.Con estarmsmaenzimammovilizadasobrecelite’5’ sehanresueltoacetatos

de tetrahidroisoquinolinioutilizando como medio de reacciónisooctanosaturadocon agua.

OAc

OH $

CH: Lipasa CH~ + CH3O~y.t~X>

CH
3 doCn¡gosa CH3 — CH3cY>N.Pk..t

Esquema 8: Resoluciónde acetatosde tetrahidroisoquinolimo.
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La hidrólisis enantioselectivade chésteres,particularmenteen compuestosproquirales

estáahora utilizándosecomo método para prepararsintones quiralespara la sintesis de

compuestosbilógicamenteactivos. Una fácil sintesis de R(-) musconaseha realizado

utilizando una aproximaciónquimoenzimaticavíahidrólisis del diacetatoproquiral al sintón

quiral, empleandocomo catalizadorla lipasade Pseudomonasftuorescens’52(Esquema9).

AcO
CH

3 H
OAc LipasadePjluorescens AcO

CH3 H
OH

(R)-muscona

Esquema9: Síntesisde R(-)-muscona.

Estaenzima,tambiénsehautilizado en la síntesisde la prostaglandinaA2 (PGA2) ya

hidrólisis regioselectivadel diacetatoinicial’
53’” (Esquema10).

tú,AcOCH
2 CH2OAc

Lipasa de P.fiuorescens rs””’HOCH2 CH2OAc

Esquema10: Síntesisde prostaglandinak

La preparaciónde butirato de (R)-glicidilo y (R)-glicsdol, elementossillares de la

síntesisde fármacosfr-bloqueantes,esun importanteejempíode la aplicaciónindustrial de

lipasas para la obtención de productos enantioméricamentepuros. La lipasapancreática

porcinaseempleó en la hidrólisis del éstercorrespondiente’
55(Esquema11).

“CH
H

PGA2

50



Introducción

o
II

RC—r O

Rbutd FI

lipasa pancreáticaporcino

butirato de(R)-glicidilo
butirato de (R,S) glicidilo

(S)-glicidol

ArO/>QNHR
H OH

estructurageneral
de IB-bloqueantes

Esquema11: Resoluciónenanticespecíficadel butirato de(R,S)-glicidilo.

La lipasa de Geotflchum candidum ha sido utilizada para catalizar la hidrólisis

enantioselectivay regioespecificade ésteresde ácidosgrasoscon un restoacilox¿i enposición

fr Los correspondientesWhidraxiácidosliberadosson componentesestructuralesde muchas

toxinasnaturalesde plantas,microorganismosy animalessuperiores’56(Esquema12).

o

O

R4jbMe

éster (LS) deácidagruo~-aciImiJada

Lipasa da O.candida,,

OMe

(5> 13-hzdroxiacudo

y1%

»½Me+

éster(A) deácidogruo~-rilaxálado

Esquema 12: Hidrólisis de ésteresde ácidosgasos(3-aciloxilados.

* Reaccionesde fransester4ficación

La transesterificaciónde un ésteren medio acuosocatalizadapor lipasasno tiene un

interéspráctico,porqueseva a producirpreferentementela hidrólisis enzimáticadel sustrato

y del producto.Sin embargo,cuandoel aguasereemplazaporun disolventeorgánico,como

medio de reacción,la situacióncambiacompletamente,obteniéndosebuenosresultados’57.
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La piridina secaes el mejor disolventepara llevar a cabo la transesterificaciónde

ésteresde ácidoscarboxilicosy glúcidos empleandola lipasade Pseudomonasfluorescens.

Estareaccióntieneinterésparala producciónde biosupeificies’5’59.

Sin embargo,la lipasa de páncreasporcino es más activa en tetrahidrofurano,

habiéndoseutilizado en acetilacionesregioselectivas de los hidroxilos primarios en

furanósidos.El grupodonadordeadío másactivo esel acetatode 2,2,2-trifluoroetilo’60. El

grupode Wonghautilizado ésteresde enol, como acetatosde isopropeniloo de vinilo, como

agentesde transferenciairreversiblede acilo’61. Esteprocesoes interesantepues el grupo

salientesetautomenzaal compuestocarbonilicocorrespondiente,lo quehacequela reacción

seairreversible(Esquema13).

O O

+ ROH Lipasa + RÍtCH,

Esquema 13: Reacción de transferencia irreversible de arMo

Bovara’62 llevó a cabo la la resoluciónenantioselectivadel fármacomucolítico (±)
trans-sobrerol,pormedio de una reacciónde transesterificaciónenantioselectiva.

HO
H

+ ~0Ac Lipasa de Pseudomonas + +

OH ±OH

Esqueusa 14: Transetunficaejón del (±)-tran.s-sobrerolcon acetato de vinilo.

La lipasadeRh.mieheiseempleóparala resolucióndeltrans-fr.fmilglicidatodemetilo

vta transesterificación’63.El excesoenantiomérico(ee) de la reacciónfue del 95 %. Ambos

productos,el sustratono modificado(2K, 3S)y el productoobtenido(25.3R), seconvirtieron

en N-benzail-(2R,3S)-3-fensl-isoserinaqueesla cadenalateralen C-13 del agenteantituxnoral

Taxol (Esquema15).
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Lipasa da Rh.miehei
+

P COOMe R-OH Ph”~ ~1~COOMe hl/lS

.1
O
II

NH—C—Ph

KC OOH

Ph

OH

Esquema15: Transestenficaciándel trans-~-fenilgIic¡datode metilo.

Los 2-ciclohexen-l-olessustituidos en 2 y 3 son intermedios en la síntesis de

alcaloidestalescomola (+)-vmcamma.La resolucióncinéticade dichoscompuestosha sido

llevadaa cabomediantetransesterificacióncon acetatode vinilo catalizadapor la lipasa de

Rh.míeheí.El excesoenantioméricodel correspondienteésterfue del 97% ~.

* Reacciones de ester4flcación

Las reaccionesde esterificaciónen medio orgánicocatalizadaspor lipasasson más

enantioselectivasque las correspondientesreaccionesdehidrólisis en agua.Por estarazónlas

reacciones biocatalíticas desarrolladasen medio orgánico van adquiriendo una gran

importanciacomo métodode obtenciónde compuestoshomoquirales.

Theil y cola’. 165.166 describenla esterificaciónregioselectivay enantioselectivade un

meso-diolparaobtenerel acetatode (1 ‘R, 4’S)-4’-hidroxi-2-óiclopenteni]o(esquema16) que

es un pasoclave del proceso de síntesisde la prostaglandinaE
2. El rendimientode esta

reacción fue de 50-65 % y el exceso enantioniérico(ee) superior al 99 %. La enzima

empleadafue la pancreatinay el agenteacilantefue el acetatode tricloroetilo.
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Por su parte Johnsony Bist~ obtuvieron rendimientosy excesosenantiométicos

similaresempleandola lipasaB de C.antárctícay el acetatode iso-propenilocomo agente

acilante.

OH OAc

Ijoasa

HO

Esquema16: Esterificaciónregio- y enantioselectivade un meso-diol:

11.3.- LIPASA DE Rhfzomucormiehel

HSI.- Rbizomucor ,niehei

Rijízomucormíehel esun hongoficomiceto queen un principio seincluyó en el género

Mucor’68. Tras un estudio más exhaustivode su estructuray propiedadesse observaron

algunasdiferenciasimportantesen cuantoa sumorfologíay requerimientostérmicas,por lo

que se reclasificó dentro del géneroRhízomnucor,que fue defmido como taxónpor Lucet y

Constantinen 1899169.

Los hongospertenecientesal géneroRhizomucorsontermófilos. Lindt (1886), Miehe

(1907)y Lucet y Constantin(1900) aprincipios de siglo, determinaronque la temperatura

óptima para el desarrollode las cepasde estos hongoses 37-40 oc y su temperaturade

crecimientosesituadesde22-24 oc hasta50 oc, muy diferentesde lastemperaturasóptimas

parael desarrollode los hongosdel géneroMucor”9.

Morfologicamaíte,el géneroRhízomucordifiere del géneroMucor por la presencia

de estolonesy rizaides~

o
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Figura 10: Esquemade la morfologíadel bongoRhízomucormíeheí.(a) esporangióforos;(b)
rizoides; (o) columelas;(d) esporas;(e) zígosporasentresuspensores.

En la Figura 11 serecogeunaimagende microscopiodel esporangioglobosode Rh.

iníehel,queprescitaima columelapiriformey sin q,ófisis.

Figura 11: Imagende microscopiodel esporangioglobosode RA.miehei’”
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113.2.- OBTENCION DE LA LIPASA DE Rhhonu~cor ¡niehel

El hongoficoinicetoRhízomucoriníehelproduceunalipasaextracelular(triacilglicerol

acilliidrolasaEC 3. [.1.3.) activa en la hidrólisis de un amplio espectrode lípidos de aceites

y grasasde origen vegetaly/o animal’7’

U.3.2.a.-Isoenzimasdc la ¡masade Rh¡zomucor miehel

En un principio, la lipasade Rh.míeheíseobtuvo por fermentaciónde cepasselectas
‘72

de dichohongo
Tras diversosestudiosde purificación’73’74seobservóla existenciadedosisoenzimas

A y B. Aunqueen el sobrenadantedela fermentaciónseidentificaronambasisoenzimas,tras

el procesoposteriorde purificación a pH bajo seproducela deglicosilaciónde la formaA.

que setransformaen la formaB. Las diferenciasdetectadasentreambasformas enzimáticas

son las siguientes’73

* sus cargasnetasson ligeramentediferentesapH 8

* presentandistinto punto isoeléctrico:pI (A~ 3,9 y pI (B~ 4,3

* la formaB esmás activa,aunquees menosestable.

Lasdosisoenziinaspresentantambiéxima seriede similitudes,ya queapH 7 alcanzan

ambassu máximaactividadlipásicay sonespecificasde la posición 1 de los triglicéridos.

siendosu velocidaddereacciónmayor con monoglicéridosde ácidosde cadenalarga(12:0,

14:0, 16:0, 18:0) que con monoglicéridoscon ácidoscortos(4:0, 6:0, 8:0)’”.

C.2.2.-Obtenciónde la lipasadeR.nñehe

¿

Comoseindicó anteriormente,estalipasaseobtuvoimcialmenteparfermentaciondel

hongáRhízomucormiehel’”. Trasel desarrollodelas técnicasdeingenieríagenéticala lipasa

de Rh.míehezse obtieneactualmentepor técnicasde recombinacióngenética,siguiendola

estrategiaque serepresentaen el esquema~7’”.
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fennentaciónhongo Rhfrcvnucor,niehei

~1.
obtención lipasa

purificación lipasa

determinaciónsecuenciaAA

4.
síntesisoligonucleátidos
equivalentes(oligoprobes)

Identificacióndeclonescon cADN
porhibridaciónconoligoprobes

purificación totalmARN

4. transcripción

obtencióncADN

4,donacióncADN en £cotí

(genotecacADN)

plásmido pRML-787

obtenciónmolécula
recoinbinante

transformaciónen célula
hospedadoradeA.oryzae

4,
obtencióndel clon
y multiplicación

4,
expresiónde la lipasa

de Rh.míeheí

Esquema 17: Estrategiade clonajeparaobtenerla lipasade RI.rniehei

El cADN correspondienteal precursorde la lipasa de Rh.míeheise insertó en un

plásmido deexpresiónde A.otyzae’76, denominadopRML-787 que presentaun promotorde

A.otyzaea-amilasa,un terminadorde A.nzgerglucoamilasay un marcadorgenético de

acetamidasa,que permiteel crecimientode las célulasen mediosdonde la únicafuentede

nitrógeno es la acetamida.En la Figura 12 se representala estructura de la molécula

recombinanteobtenida
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u—.

t a.

Figura 12: Molécula recombinante constituida por .3 plásmido pRiML-787 y el cADN
conespondientea la lipasade Rh.m¡ehe¡.

Estamolécularecombinanteseintrodujo en la célulahospedadoradeA.oryzaeporun

proceso de transformación,obteniéndoseun clon de células,productorasde la lipasa de

Rh.míehei.Tras el estudiode las proteínassecretadaspor el clon decélulasseobservóque

una gran proporción correspondíaa lipasa de Rh.rníehei (rRML). La composición en

aminoácidos, el peso molecular y la actividad enzimátíca específica de esta lipasa

recombinante(rRML) resultó ser semejantea la de la lipasa de Rh.míehetobtenidapor

fermentacióndel hongo (RNft).

El mecanismodemaduraciónde la lipasa de Rh.m¡eheten las célulastransformantes

no se conoce,pero se comprobó que el 70% de la lipasa secretadapor A.oryzae era

correctamentemadura,esdecir,habíaperdidola secuenciade aminoácidoscaracterísticadel

precursor;mientrasque el restante30% habíaperdidoel residuode sernaN-terminal”’.

A partir de la estructurade los dos cADN aislados de estalipasa3’ se llegó a la

conclusión de que la lipasa de Rh.míeheí es sintetizadacomo un precursor de 363

aminoácidos (peso molecular de 39.529 D) que presentauna s~al peptídica de 24

aminoácidosy un propéptidode 70 aminoácidos.Tras un procesode maduración,todavía

desconocido,la lipasade Rh.míehetquedaconstituidapor 269 aminoácidos(pesomolecular

de 29.472 1)) coincidiendocon el estudiode la secuenciade anunoacidosrealizadocon la

a-’
S.S’
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lipasapurificada’77. Estasecuenciade aminoácidos(utilizando la nomenclaturaestándarde

tresletras) serepresentaen la Figura 13, comparándolacon la secuenciade nucleátidosdel

cADN, ¿oxTqondiaxtea la pre-lipasade Rh.míehei3.
—. 1
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Figura 13 Secuenciade aminoácidosde ¡a lipasade Rh.mieheíy secuenciade nucisótídos
de su cADN.

Los nucleátidossenumerana partir de la primerabasedel codoniniciado?(ATO) y

los aminoácidossenumeranapartir del primer residuo de la lipasamadura,dandonúmeros

negativosa los 94 aminoácidosdel precursorque sepierdentras la maduración.Unaflecha

indica la posicióndel primer aminoácidode la lipasamadura.El aminoácidoMet-103 esel

residuo carboxiterminalde mis coftalipasavariantedel precursor.El pentapéptidodondese

encuentrala triada cataliticaestámarcadopor un rectángulo
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En laTabla3 semuestrala composiciónen aminoácidosdela lipasade Rh.m¡ehe¡(en

sus formasA (RML-A) y B (RLMIL-B)), deducidaapartir de la secuenciade nucleátidosdel

correpondientecADN y dela lipasasecretadaporA.oryzaetrasel procesode transformación

genética(rRML), que es muy similar paratodas ellas’7736.

Tabla 3: Composiciónen aminoácidosde la lipasadeRh.miehezen sus formas A y B, del
correpondientecAUN y de la lipasaobtenidapor técnicasde clonaje(rRML).

AMINOÁCIDO BML-A RML-E cADN r1IML

TOTAL 271 277 269 273
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Portodo ello, sepuedeconcluir que el mecanismoresponsablede la maduracióndel

precursor de esta lipasapresentala misma especificidaden Rh.míeheíy en A.oryzae36.

Asimismo,el punto isoeléctricodela lipasarecombinante(rRML) purificadaes4$,semejante

al de la formaB36.
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11.3.3.- ESTRUCTURA DE LA LIPASA DE Rkizomucor mielsel

En 1990 Brady y cols.58 cristalizaron la lipasade Rh¡zomucor iniehezy estudiaron su

estructuramediantela técnicade rayos-X. De estaforma, describieronel modelo atómico

obtenido conuna resoluciónde 3,1 A (posteriormenterefmadohasta1,9 A). La descripción

de la estructurade estalipasafue completadapor Derewenday cois.”’ los cualesanalizaron

la estructurade un complejo enzima-inhibidor,para así poder estudiar las diferencias

estructuralesentrelas distintas conformacionesde la lipasa.

Unavezconocidala estructura complexade la lipasade Rh.miehe¡sellevaron acabo

estudiosmás profundosacercadel procesode activación,simulandoel movimiento de la

“tapadera” elementocaracteristicode las lipasas”9.Paraestosestudiosseutilizarontécnicas

demecánicamolecular,con lasquesepudosimular el movimientodela “tapadera”mediante

ángulospseudotorsionalesrestringidos,en vacio,parasimular el medio hidrofóbico de la

interfaselipídica o del disolventeorgánico,con distintosvaloresde constantedieléctrica.

Estosestudiosrevelaronalgunassimilitudesimportantescon las serinproteasas.como

son la existenciade unatriada catalítica(Ser..lbs...Asp) y de una cavidadonaniánicaen el

queparticipanlos nitrógenosde algunosresiduos,Además,sedescubrióla existenciade una

estructuraa-helicoidalque actúa como irna “tapadera”,cubriendola triada catalíticay que

desempeñaun papelfundamentalen el procesode activaciónde la lipasa,ya que, cuandola

enzima se encuentra en la interfase oleo-acuosa,fundamentalpara su activación, esta

“tapadera”seabrey dejaal descubiertounagran zona hidrofóba,dondeseencuentrael centro

activo de la enzima.

La estructuradela lipasadeRh.miehe¡sirvió comobaseparael estudioestructuralde

otraslipasashomólogas,todaellasproducidasporhongos.Dichaslipasasson las producidas

porCeotncumcandidum,Humnicolalanuginosa,Pen¿ddiumcamernbertnyRhizopusdelemar46.
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Figura 14: Estructura de la lipasade Rhtzamucarmiehelobtenida del Banco de Datos Protéicos.

11.3.3.a.-Característicasgenerales

La lipasade Riuntehel estáconstituidaporuna cadena protéicasencillacompuestapor

269 aminoácidos,con un pesomolecular aproximadode 30 kW’

Brady y cois.” cristalizaronestalipasaobteniendocristalescon la simetríadel grupo

espacialP21212~La celdilla unidadtienelas siguientesdimensiones:a= 71,6 A, ~ 75,0 A,
c= 55,0 A. Si seconsideraunamoléculapor celdilla, el volumenespecificoes de 2,5 ,43 por

dalton.

En el mapa de densidadelectrónica de la estructura cristalina de la lipasa de

4
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Rh.m¡ehe¡, realizado por Brady y cok.58, se definieron vagamentedos fragmentos: el

fTagmentoN-terminal,que comprendelos 13 primerosaminoácidosy un largobucleexterno

entre lo~residuos36 y 48. Posteriormente,Derewenday cok.t7’ descubrióque lahélicea N-

terminal actúa como soporteparala partedistal de la lámina.

Las coordenadasatómicasde laposiciónde cadauno de los aminoácidosde la lipasa

de Rh.m¿ehe¡,así como su estructuraterciaria fueron depositadaspor Brady y cok. en el

Banco de DatosProtéicos”,del cual seha obtenidola siguienterepresentación(Figura 14).

fl.3.3.b.- Estructura ¡primaria

En la Tabla 4, publicadapor Derewenday cok.’7’ en 1992, se recogenlos 269

residuosaminoacidicosde la lipasa de Rh.miehery suposiciónen la cadenapolipeptidica.

Además,se indican los ángulos dihedros del esqueletoprotéica, las asignacionesde la

estructurasecundaria,obtenidasa través del algoritmo DSSP’0; las asignacionesfinales

basadasen los ángulosdihedrosy en el sistemade enlaceporpuentesde hidrógenoy, por

último, el gradode exposiciónal medio de cadaresiduo,expresadoen Á2.

Tabla4: Estructurade la lipasade Rhízomucormíeheí.Secuenciade
dihedros, puentesde hidrógeno, estructura secundariay grado de
aminoácidosal medio.

Dihedral angIe. e> Mun-ch.in hydrogen bond

4’ 4, 0—0 N

<3 162 236 N
—127 127

E —150 167 234N 2340
A —89 145 7N’
A —79 148 WAT 2320
T —83 163 (13 =4,14=4> 130”
3 —59 —48 (14 =4,iS =4) WA’r
Q —61 —46 (¡5=4,16=4> WAT
E —64 —40 17=4 10001

—64 —38 IISN, 180’> 1100,110)
=4 —61 —46 (¡9=4,WAT1 (II 0,120>
E —67 —47 <19=4.20=4> 120
U —64 —30 (21N,21O’~WAT> 130
T —74 —36 (21N,220’,22N> 140
Y —60 —52 (23=4) (150160)
Y —66 —40 (23=4) <150,160>
T —59 —40 <25=4> (170,180>
T —62 —46 <25=4.26=41 180
L —59 —50 {WAT, 27=41<3-2A>} ¡90
8 —56 —48 <270’,WAT) 200
A —63 —46 (28=4,WAT) 21 0
=4 -60 —29 29=4 220
3 —66 —16 WAT 23 0?l~3A>
Y -85 -4 30=4111 250
0 -84 125 <32=4.33=4) 210

aminoácidos, ángulos
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Seeondwv
stfl2CtWr,

fi 18’>

fi
fi

8(I)

y.
fi
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Dihedn¡ ingle. () ?úin-Qh.in hvdrogen bond

4’
30 R —63
al T —77
32 Y —89
33 1 -¡29
34 P —93
35 0 —52
36 A 68
37 T —¡36
38 W —103
39 D —89
40 C —161
4> 1 —61
42 E —93
43 C —84
44 D —63
45 A —60
46 T —Ile
47 E —68
48 D -90
49 L —85
50 K’ -88
51 1 —73
32 1 —75
53 Ii’ —174
54 T —Ial
ss u’ —¡37
56 8 —¡40
57 T —69
58 L —72
39 1 —92
60 Y —103
61 D 55
62 T —79
83 =4 —114
64 A —155
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Dihedn> £ng>eS <~l

4, 4’

Mssn-ch.Án hydropn bond

o—o =4
Secondrn’ Aeeessibílity
.tructure (A’>

y -
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Y —91
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T —¡¡7
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Dihedral anglos (C> Maw-eh.in hydrogen bond

Rnidue Second.ry
•tructu,*

Acen.ibálity
(A>

¡64 U —n ¡21 (WALt WALT> WAT 5
¡65 S —145 ‘—170 (¡68=4,¡69=4) ¡680” fi 44
¡66 5 —64 —¡4 WAT WAT mt 50
¡67 8 —91 —12 >650’ «o 90
¡68 =4 —137 ¡6 138=4 1650 y. 26
¡69 L —¡24 122 — ¡650 o
¡70 E’ —¡23 ¡37 140=4 1380 37
¡71 U —¡23 ¡36 196=4 1940 fi(s) ¡
¡72 Y —133 125 142=41(33A> 1400 6
173 T —124 155 >96=4 ¡960 0
174 Q —131 ¡30 ¡44=4 ¡420 2
¡75 0 56 35 — ¡980

O
¡76 Q —82 136 WALT WAT fi 3
¡77 1> —76 ¡62 176W

2 fi o
¡78 R ~ ¡44 — 2080 3
179 y —104 —37 ¡08=4 WALT 2

mt¡80 0 —144 —178 216=4 WAT?(3a A> fi O
¡SI =4 —Sí —176 (¡84=4,¡85=4) ¡06o 30
182 ¡3 —53 —44 <186 =4.186 =4~) 57
¡83 A —62 —4¡ (¡87 =4,WALT> 41
¡84 ¡3 —70 —37 ¡88=4 1810 5
185 A —60 —40 189=4 1810 0
>86 =4 —62 —40 (¡90=4,WAT) ¡820 «(5) 84
¡87 Y —61 —44 <190=4,¡900’) 1830 40
188 Y —59 —45 (131 =4,191 0’, WAT) 1840 7
¡89 Y —61 —43 (192=4,WAT) ¡850
¡90 8 —55 —24 WAT ¡860 85
¡Sí T —77 —17 (158OH> ¡880 4
¡92 0 7~ —4 WALT >890 Vt 45
¡93 1 —59 127 <WALT, WALT> I9l 0” fi ¡4
¡94 P —60 ¡¡8 ¡71=4 34
195 Y —127 103 220=4 WALT 10
¡96 R —lOO ¡09 (173=4,WAT> 1970 55
¡97 R —9~ 104 222=4 2200 4
¡98 T —s~ 134 <¡75 =4,WALT) ¡73 ~ fi (6>
199 Y —¡27 132 224=4 2220 1
21%) =4 —98 los 203=4 2600M
2<11 E 4> —¡11 (223N’,WALT> 2240 £ 49
202 R —96 7 253=4 2560» líO
2<13 D’>< —36 117 WAT 2000 fi o
294 ¡ —71 —23 207=4 2530 «o
205 Y —5~ —47 208=4 2030’~ mt O
206 P —59 —¡1 (217=412,WALT) mt ¡
207 H —¡07 14 WALT 2040 y. 16
21ís U —¡¡a 139 178=4 2050 fi 36
209 ¡3 —76 ¡61 (178 NI!!, WALT) fi ¡
210 P —5¡ 143 (213 =4,WALT> fi
t¡¡ A —4s —466 WALT WAT’<a3 ~> mt 60
212 A —56 —34 WALT WALT mt ¡01
213 ¡3 —66 —¡7 WALT 2100 mt 87

214 0 ¡i~ —2 WALT — YL

215 ¡3 —Ql ¡67 (WALT. WALT) WAT?(3’3 A> A ¡3
216 L —¡56 149 WALT 1800 fi 49
‘217 H —92 146 240=4 2400” fi 3
218 A —¡20 ¡70 197=4* WAT?<33 A) 0 5
219 0 96 140 2~0
220 8 —67 >2? ¡97=4 ¡950 t ¡6
221 E —82 ¡17 235=4 4
222 Y —ío~ ¡04 199=4 1970 fl<7> 8
223 W —¡os í¡s 233=4 2330 24
224 1 —7 lid 201N 1990 0
225 T —¡os —17 (WALT. 2260”?> 231 0 50
226 D —¡s~ 152 231 =4 231 01(34A> fi 73
227 =4 —íog —¡s WAT’(aa A> —. /R 57
228 8 —144 ¡09 —. 112
229 ¡3 —76 ¡58 2310’ 1 ¡03
230 E -s~ 122 WALT -. fi 5•
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Dihedrad anglos (>

Res,due 4’ 4’

M.an.chs.in hvdrogen bancA

Secnd..r” Acoeeailiiity
C.0 =4
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Símbolos: 1 llama ¡3; ¡ hélice ~; —> pupo amida o carbonilo libn; ¡—44 pupo amida o cartonilo lifre ocuh; ~
conformación Ramachandran no permitida; () puente ¡3; — cedo de la hélice; 9 átomos de moléculas con relación

de simeúia

il.3.3.c.- Estructura secundaria

La lipasadeRh.m¡eheiestáformadapor269 aminoácidos,de los cuales130 (48,3 %)

forman parte de láminaso de hélicesy el restode los residuos(51,7 %) están situados en las

horquillas ¡3 y en los largos bucles superficiales.

En la Figura 15 apareceuna representación esquemática de la estructura secundaria

de la lipasa de Rh.m¡ehei.
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Figura 15: Esquema de la estructura secundaria de la lipasa de Rh.miehuí

ll.3.3.c.1.-Zonacentralde láminas¡3

En la Figura 16 aparecen representadoslos puentesde hidrógenoentre los grupos

peptidicos que forman parte de la zona central de láminas ¡3.

Figura 16: Zona central de láminas (3 de la lipasa de Rh.mrehe¿

La notación usada para las hebras¡3(1-8), de la hoja central, sigue la secuenciade

éstas; exceptopara la novenahebra,que sedenomina8’

De las nueve hebras, sietede ellasse disponenen una dirección y solo dassecolocan

en la dirección opuesta. Además, las cinco hebrascentralesconstituyenuna hojaparalela

contmua

(
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Asimismo, aparecen dos clásicos abombamientosI~, como los descritos por

Richardson1’, entre un estrechopar de enlacesde hidrógeno sobre un par de hebras

antiparalelas.El primero de estosabombanajentosapareceen la hebra 1 y en él participa el

residuolle-52, el cual presentaunaconformaciónhelicoidal. El segundoabombamientose

encuentraen un medio estructuralmentesemejante,al final de la hebra7, donde el residuo

Thr-225,adoptaunaconformación YR-

[L3.3.c.2.- Hélices a

Hay cincohélicesa que contienen,al menos,cuatro aminoácidosconsecutivoscon

conformaciónaR. Estosfragmentosson los siguientes:del 11 al 27; del 85 al 91; del 109 al

132; del 146 al 159; del 182 al 191 y del 254 al 257.

La hélice a más larga (109-132) presenta un pronunciadodoblez originadopor el

residuo Val-ls, el cual adopta una conformación IR’ Como resultado,se ven afectados tanto

el sistema de puentesde hidrógeno,como los oxígenos de los gruposcarbonilode Gly-l 16,

Glu-l 17 y Asn-120 y los grupos amido de la cadenapríncipal (Asn-120 y Glu-121), los cuales

participansolamenteen los puentesde hidrógenoconmoléculas de agua. No se ha encontrado

nada en la secuenciaalrededordel doblez que sugieraque estehecho es resultadode la

esteroquimica local. Es posible que el doblezsehayaformado al final del proceso de doblaje,

cuandola larga hélice a se une al centro de la molécula.

Además,hay regionesmuy helicoidales,las cualesno son clasificadascomo hélices

continuasdebido asus grandesirregularidades.Los dos fragmentosmáslargos de estetipo

se encuentranentrelos residuos41-48y 242-248.

1L3.3,c.3,-Horquillas $ y bucles

El caracterpredominantementeparalelo de las láminas ¡3 implica que la mayoria de

las conexionesentrelas hebrasseandel tipo ¡3-a-¡3 dextrógiras.

Solamentehaytresparesde hebrasantiparalelascontiguasqueestánunidaspormedio

de horquillas ¡3; estashebras son las siguientes:1-2, 2-3 y 7-8.

En la lipasade Rh.míehe¡aparecencuatro largos buclessuperficiales,los cualesno

tienen una estructurasecundariadefinida. Estosbucles se encuentranentre los siguientes

residuos: del 28 al 49 (es el buclequeconectala héliceN-terminal con la primerahebrade
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la hoja ¡3); del residuo 92 al 108 (conectala “tapadera” con la hélice 3); del 160 al 168

(conecta la hélice 4 con la hebra5) y del residuo 201 al 219 (esel bucleque une dos hebras

contiguas (6 y 7)). Todos estos bucles presentan las características de los bucles (2,definidos

por Leszczynskiy Rose’~.Estosbuclesestánformadospormenosde la cuartapartede los

residuos de la lipasa(24,1 %), pero ocupanel 32 % del áreasuperficial.

Lo másnovedosode estos buclesse encuentraen el segundode ellas, entrelos

residuos92 y 108, que conectael extremoC-terminalde la “tapadera” con la hélice3. Este

bucletiene unacabezaretorcidadebido a dosprolínasqueparticipan

en un puenteantíparaleloentrelas posiciones87 y 107. EsteextremoN-terminal interviene

en el reordenamientoconformacionalque tienelugar durantela activaciónenzimática.

Tambiénhay dos extensosfragmentospolipeptídicos,cuya ausenciadefinela pérdida

de la estructurasecundaria;dichosfragmentosaparecenentrelos residuos175 a 181 y 236

a 253. El primero de ellos sesitúa en el interior de la moléculay conectala hebra5 de la

lámina centralcon la “tapadera’;el segundofragmento,formapartede la zonaC-terminaly

sesitúa en una zonasuperficialde la molécula.

IT.3.3.d.- Estructuraterciaría

La lipasa de R.h.míehe¡,segúnla clasificación deproteínasen función de su estructura

secundaria’83, es una proteina de estructura tipo ~J¡3¡R¡;en la que se alternan las dos

estructuras:fragmentoscon estructurade hélicea y con estructura de lámina ¡3. Dichos

fragmentossedisponende forma quelas láminas ¡3 se colocan en la zona central hidrófoba

y las hélicesa sedisponenalrededorprotegiendoy estabilizandola estructuraprotéica.

Las hélices a forman una serie de horquillas, bucles y segmentos helicoidales que

unen o empaquetan la zona central de láminas ¡3178, Todos estos bucles son dextrógiros;con

lo que se crea una situación poco común, en la cual la lámina central es asimétrica, quedando

todos los fragmentos enlazantes (hélicesa) localizadosen un lado de la hoja.

La zona cenfraJ de láminas ¡3 paralelas,estáformadapor 8 hebrasy unapequeña

hebra adicional, denominada (8’). Esta zona de láminas !3 plegadas es muy similar a la de la

carboxipeptidasa AIU, aunque la hebra Y de la lipasa está en dirección opuesta a la de la

carboxipeptidasa A.

En la lipasa de Rh.mniehe¡,sobre la hoja de laminas ¡3 se dobla una hélice a N-
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terminal, que se une a la zona más distal de la hoja a través de un corto pentapéptido N-

terminal (residuos del 5 al 9), que constituye la pequeña hebra adicional (8’) antes

mencion7ada’7«.Estapequeñahebra8’, a su vez, estáunida por puentesde hidrógeno al

extremo (2-terminal de la octava hebra grande, en el extremo de la hoja central. Este patrón

de plegamiento de la lipasa de Rh.mieheiconstituye un interesante vinculo evolutivo entre las

proteínasdel sistema tipo W[3 paralelo y las del tipo barril ¡3.

Un largo bucle superficial(residuosdel 80 al 109) conectael extremo (2-terminal de

la hebra 3 con el extremo N-terminal de un largo doblez helicoidal que se dirigehacia la

hebra 4 «o Este bucle, en principio, se podría clasificar como un gran bucle O según la

definición clásica, dada por Leszczynslci’82.

U.3.3.d.1.- Puentes disulfuro

El plegamiento de la cadena polipeptidica de la lipasa de Rh.mieheise estabiliza a

través de tres puentes disuifuro: Cys4O-Cys43; Cys29-Cys268 y Cys235-Cys244 ~.

Todos estos enlaces son dextrógiros, aunque no pertenecen a nmgim patrón estándar

de enganches y espirales dextrógiros’8>.

Estos enlaces disulfuro secolocanen una zonabastantesuperficial de la molécula,

excepto el enlace Cys235-Cys244 que estáoculto hacia el interior.

El enlace Cys29-Cys268 estabiliza el plegamiento global de la estructura; mientras

que, el enlace Cys235-Cys244es necesariopara estabilizarlas doshebrasterminales.

11.3.34.2.-Enlacesde las prolinas

En la cadenaprotéica de estalipasa aparecen13 residuosde Prolina, cuatro de los

cuales(los residuos34, 209, 229 y 250) partícípanen enlacescis peptidicost

La distribución de estos cuatro residuosde cís-Prolinaen la lipasade Rh.mieheiestá

de acuerdo con esos intermedios de plegamientodeducidosdela localizaciónde las moléculas

de agua internas.(ver sección moléculas de agua internas). Es bien conocído que la

ísomenzaciónde los enlacesimida de la prolina generanfases lentas de plegamiento. El

pentapéptido206-210 (que se sitúa al principio del segmento(2-terminal, cubriendo el

agrupamiento de 7 moléculasinternasde agua)presentaunaconsiderablebarrerade energia,

ya que tres de sus residuosson prolinas(206, 209 y 210). De la mismaforma, la presencia
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del residuo Pro-34 suponeun pasolimitante de la velocidad de formación de un bucle,

relativamenterigido, que contieneelpuentedisulfuro (Cys4O-Cys43)y la héliceN-terminál.

fl.3.3.e.- Puentesde hidrógeno

Il.3,3.e.1.-Puentesde hidrógeno de la cadena principal

En la estructura de la lipasa de Rh.míehe¡aparecen190 puentes de hidrógeno del tipo

0(z) H-NG), que representanel 70 % del total posible; estaproporción es ligeramente

supenorque la proporcióndel 61 % indicada porBakery Hubbard’5parala mayoríade las

proteínasde estructuraglobular.Por otra parte,68 de estosenlacesaparecenen las hélices

a y 66 en puentesparalelosy anti-paralelos.Además,63 (63.4 %) de los gruposcarbonilos

estánhidratadosy los restantes20 enlaces,que representanel 7,4 %, no pertenecen a ningun

sistemade puentesde hidrógeno.En comparación,detodos los gruposNH, solamente46 (17

%) estánhidratadosy 20 no participanen puentesde hidrógeno.Laproporciónde gruposCO

y Nl-? no enlazados en la lipasa de Rh.miehe¡ es menor que lo indicado por Baker y

Hubbard’5 para proteínas globulares, queera del 11,2 %y 12 %respectivamente.

De los grupos ocultos en el interior de la molécula, solamente 4 grupos carbonilo ((20)

(residuos 81, 175, 178 y 219) y 2 gruposamino (NHXresiduos 145 y 221) parecen carecer

de cualquier sistema de puente de hidrógeno.

Un total de 39 grupos CO(14,5 %) estáninvolucradosen puentes de hidrógenocon

átomos de cadenas laterales; 61 (22,7 %) participan en puentes de hidrágeno doblemente

bifurcadosy 5 (1,8 %) interaccionancon otrostresgruposdonadores;en este último tipo de

enlacessiempreparticipanmoléculasde agua.

Entre los grupo amino peptídicos.22 (8,2 %) interaccionancon cadenaslateralesy

solamente10 (3,7 %) formanpartede puentesde hidrógenobifurcados.

Todos estos datosson bastantesemejantesal modelo de proteínasgobularesdescrito

por Baker y Hubbard”5.

fl.3,3.e.2.- Puentes de hidrógeno de las cadenaslaterales y puentes salinos

La estructura secundaria de la lipasa de Rltmíeheiseestabilizaa travésde una serie

de puentes de hidrógeno y puentes salinos entre los distintos residuos aminoacidicos de la

enzima.
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Los puentessalinosseestablecenentrecadenaslateralescargadas,predominantemente

Arg con Glu o Asp. Unagran mayoríade estasinteraccionesaparecenen la superficiede la

proteina;ysolamente3 gruposy dos paressencillos(Glu22l-Ser24iy Tyr28-Hisl43)están

enterrados.Uno de los tres agrupamientosinternospertenecea la triada catalíticay otro es

un agrupamiento de tres residuosque sesitúa en la interfasede la hélice N-terminal con la

lámina ¡3,

Tabla 5: Puentesde hidrógeno
lipasa de Rh.,niehei’7,
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ll.3.3.e.3.- Modificaciones en enlacesde hidrógeno tras la activación enzirnática

En la enzimanativa”3,los residuosdel fragmentocomprendidoentrelos restosSer-82

y Phe-94participaifenpuentesdehidrógenode caracterinterno.El grupohidroxilo de la Ser-

82 está enlazado por puente de hidrógeno a la amida de la Ser-84.El fragmento(2-terminal

de esta región (93-96) es estabilizado por interacciones de los átomos de Val-95 de la cadena

prmcípal el N con NMde His y el O con N de Lys-109.

Tras la activaciónenzimática,la “tapadera” ganatres interaccionesadicionalescon la

zonaprincipal de la molécula de proteína.Así la Ser-82 es estabilizada,en estanueva

conformaciónporunainteraccióndeun grupohidroxilo con 081 del Asp-91. La cadenalateral

polar de la Asn-87, ahora entenadabajo la “tapadera”, forma una serie de nuevas

mteracciones: el 061 seenlazacon el N de la amidade Thr-93 y Phe-94,mientrasel N~

forma un enlacecon el carbonilo de la Tyr-60. El grupohidroxilo de la Ser-84 forma un

puente de hidrógeno con el o~’ delAsp-61. La zonahelicoidal central de la “tapadera” retiene

su integridad estructural, mediante el oxígeno carbonilico de 11-89 formandoun puentede

hidrógenoadicionalcon el hidroxilo de Thr-93. El residuo de Leu-92 se incorpora a la hélice,

mientrasque la Thr-93 asumela conformación~ pasandoaserel último aminoácidode la

hélice. El imidazol de la Ris-LOS canbiael puentede hidrógenocon el nitrogenopeptídico

de la Val-95 porel enlaceal oxígenocarbonilicode la Ala-90, con Nc involucrado en lugar

de N81.

11.3.3.f.-Centro activo

El Centrocataliticode la lipasadeRh.míeheíestáconstituidopor tres elementos’78que

en la Figura 17 seseñalanen la estructurageneralde estaenzima:

A).- la triadacatalitica(Ser..His. . .Asp), que es la responsabledel ataquenucleofilico

al grupocarbonilo del enlaceéster.

B).- la cavidadoxianiónica,quetambiénapareceen las serínproteasas;y queestabiliza

el mtermedio tetraédrico (sustrato-enzima)

C).- la “tapadera” helicoidal, elemento exclusivo de las lipasas que esla responsable

de la activacióninterfacial de la enzimacuandoseencuentrasobrela interfaseoleo-ac
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Figura 17: Localizaciónde los residuosde la triadacatalítica(Ser-144,lis-257y Asp-203)
y la Ser.82del huecooxianiónico,elementoscaracterísticosdel centroactivo de la lipasade
Rh.miehei.
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U.3.3.f.l.- Triada catalítica

La triada catalíticade la lipasadeRh.mwhei(Ser-144.His-257y Asp-203) es muy

similar a la de las serinproteasas,no solo por los aminoácidosque la constituyen,sino

tambiénpor el tipo deenlaces,ya que todos los puentesde hidrógenoidentificadosen este

sistemasontambiéncaracterísticosdeestaconstelaciónen serinproteasas.El Nd de 1-Lis está

unido por un puentede hidrógeno al 0’ de Ser; mientrasque, el N8’ del grupoiniidazol está

unido porotro puentedehidrógenoa uno delos oxígenoscarboxílicosdel Asp y por fuerzas

de van der Waalsal otro oxígenocarboxilico.

El apareamientoAsp-HIis apareceen varias familias de enzimas(serinproteasas,

esterasas,hidrolasasy oxidorreductasas).La estereoquímicade laparejaAsp-His en la lipasa

de Rh.mzeheiesmuy típica. El 08! del residuoAsp-203forma un enlacedehidrógenocon

el N0’ de la His-257 (tipo “sin”) y otro con un Q’~ del residuo Tyr-260 (tipo “ant?’). La

esteroquimicadeestosdasenlacesesmuy favorablee indicafuertesinteracciones.Por otro

lado, el Qfl del Asp-203estáunidopormedio de fuerzasdeVan der Waalsal N8’ de la His-

257 y al N peptidico de la Val-205.

11.3.31.2.-Cavidad oxianiónica

Este esotro elementocomún entrelipasasy serínproteasas.La función de dicha

cavidades estabilizarel intermediotetraedricoenzima-sustrato(Figura 18) formadodurante

la reacción,en el pasode acilación y deacilación”’.

Brady y cois.” sugirieron que los nitrógenosde los residuosLeu-145 y Gly-146

formanpartedeestacavidad.Peroposteriormente.Brzozowskiy cols.’9 y Derewenday co1a~

revelaronque la cavidadoxianiónicoseforma duranteel cambioconfonnacional,producido

durantela activaciónenzimática,y estáconstituidopor el enlacepeptídicoy los grupos

hidroxilo de la cadenalateralde Ser-82.Sin embargo,la estructuraexactade estacavidad

oxianiánicaesbastantedesconocida.RecientementeNorin y cois.’” lo analizaronpormétodos

de modelización molecularpor ordenador.Estos estudios sugirieron la existencia de 2

regionesdentro de la cavidadoxianiánica.Unade estasregionespresentagran afinidadpor

gruposalifáticos,y constituyela zonade unión del sustrato,mientrasque la otrazona,situada

ex el lado opuesto, es de naturaleza hidrofilica. En esta últimaregiónsealmacenanmoléculas

de agua, que son fundamentales para las reacciones de hidrólisis, ya que, el accesodel agua
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a la interfasehidrófoba, dondese sitúa la enzima activa, es muy difícil. El estudio del

intermedio acil-enzimaindica que esta región hidrofilica se sitúa en una posición muy

favorableparael ataquenucleofilico del carbonocarbonilico reactivodel grupo acilo.

R<diacilglicerol)

NEHisI«
O-

Ser,~NH-. --J--~ (~) reIms de enlace

Ser,2OH’

R(ácidograso)
Figura 18: Representación esquemática del intermedio tetraédrico enzima-sustrato de la lipasa
de Rhízomucor ,niehei’

9

La lipasa de Rh.mreheíes un excelentecatalizadorparala resoluciónracémicade

alcoholessecundanosPor estarazón Norin’8’ tambiénestudió la influenciade la estructura

de la cavidad oxiamónica en la enantiose]ectividadde la lipasa, ya que dicha estructura

condicionará la disposición de los enantiómeros en el agujero oxianiónico y la mayor o menor

facilidad de ataque nucleofilico. Paraestos estudiossehicieron simulacionesde dinámica

molecular y minimización energética de los modelo de transiciónenzima-sustrato,quedieron

una idea de la orientaciónde la unión de los dos enantiómerosde diferentessustratos

(hexanoato de (R,S) 1-feniletilo y hexanoato de (R,S) 2-octilo).

En las estructurasde partida, para la modeización molecular, los radicalesmás

voluminosos de ambos ésteres se colocaron en la misma orientación.La conformaciónfinal

de mínima energía del enantiómero (R) más reactivo, no era muy diferente de la estructura

micial, los grupos fenilo y hexilo del alcohol liberadoestabanperpendicularesal fondo del

centro activo; mientrasque, los gruposmetilo ocupabanunapequeña cavidad en el centro

activo. En la lipasade Rh.miehei,esapequeñacavidadestáformadapor Gly-266y la cadena

lateral de Tyr-28, His-143, His-257 (componentede la triada catalítica) y Leu-258. El

enantiómero (5), menos reactivo se unió de forma distinta al centro activo. En este caso, los

gruposmetilo secolocaronperpendicularesal fondo del centro activo (como secolocanlos

gruposvoluminososde los enantiómeros(R)) y los gruposfenilo y hexilo seorientarona lo

largo de la cavidaddel centroactivo. La energíade interacciónde los énantiómeros(5) era
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mayor, lo que indica que esoscomplejosenzima-sustrato eran mástensosque las de los

enantiómeros(R) más reactivos. Esta tensión era debida a que en el estadode transiciónlos

grandesgruposdel ~enantiámero(5) menosreactivo interaccionabanmuy desfavorablemente

con la enzima.

Además, se analizaron los enlaces de hidrógeno formados entre el oxianión del

intermedio tetraédrico y los grupos amida del esqueleto protéico, que se unen por dos puentes

de hidrógeno. Estos grupos amida se asignana los residuosLeu-145y Ser-82.Asimismo,la

cadena lateral de la Serna está umda por otro puente de hidrógeno a la cadena lateral del

Asp-91 de la “tapadera”.

11.3.3.f.3.- La “tapadera”

Estees un elementocaracterísticodelas lipasas.En estasenzimasel centroactivoestá

enterradobajouna cortahélicesuperficial(residuosdel 85 al 91) quesedenomina‘tapadera”.

El desplazamientode esta“tapadera” seconsideróla baseestructuralde la activación

inteifacial de las lipasas58. Esta teoría se probó experimentalmentepor medio de la

caractenzaciánporrayos-X,a unaresoluciónde 3,0 A, de un complejode lipasadeRh.m¡ehei

con el inhibidor n-hexilfosfonato de etilo y por medio del estudio de los cambios

conformacionales observados durante la activación en el complejoenzima-inhibidor(fosfonato

de p-nitrofenilo), que fueron descritos con una resolución de 2,6 A59.
En la Figura 19 se indica la disposicióndel residuoArg-86 en la conformacióncerrada

de la lipasa de Rh.m¡eheí,componente de la tapadera de esta lipasa y quedesempeñaun papel

fundamental en la apertura de la tapadera, ya que como serepresentaen la Figura 19 su

disposición en relación con el esqueleto protéico se modifica por completo al abrirse la

tapadera La estructura abierta de la lipasa de Rh.i’niehe¡ (Figura 20) corresponde al complejo

enzima-inhidor (fosfonato de p-nitrofenilo).
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Figura 19: Estmctura CEBRADA de la lipasade Rh.miehei.El residuoseñaladodel centro
activo es Ser-144 y el residuode la tapaderaesArg-S6.
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Figura 20: EstructuraABIERTA de la lipasade Rh.m¡eheique correspondea] complejo
enzima-inhibidor. Los residuosseñaladosson Ser-144 del centro activo y Arg-86 de la
tapadera..

80

-4



introducción

Brozozowski y cols.59 analizaron el cambio conformacionalde la “tapadera” durante

la activaciónenzimáticaa travésdel complejode la lipasacon un inhibidor (n-hexilfosfonato

de etilo). Estecambioconformacionaldescritoes un simple y rígido movimiento de la parte

helicoidal (LeuS5-Asp9l).Este movimiento consisteen la traslación de 8 Á del centro de

gravedadde la hélice y unarotación de 1670 alrededorde una eje casi paraleloal eje de la

hélice. Existen dos regiones bisagrabien definidas que permiten el movimiento de la

“tapaderay que se sitúan a cadalado: el tripéptido de Ser 82-84 y el tetrapéptido92-95.

Cuandola “tapadera”helicoidal seenrolla,paraabrir el centroactivo,suzonahidrofilica, que

en la estructuranativaestabaexpuestaal medio externo,quedaparcialmenteenterradaen una

cavidad poíar, previamenterellenadacon moléculas de agua bien ordenadas.Al mismo

tiempo, el ladohidrofóbo de la tapaderaquedacompletamenteexpuestoal medio externo,

constituyendo una gran superficie apolaralrededordel centro activo (ver 11.2.4.; Figura 4).

De estaforma, la exposiciónde los residuoscatalíticos al medio va acompañadapor un

marcado incremento en la hidrofobicidadde la superficie que le rodea. Así se explica la

activación interfacial, por la estabilizaciónde estasuperficie apolar con la zonalipídica de

la interfase, la cual podría crear una enzima catalíticamenteactiva, capaz de atacar la

moléculade triglicérido, que se encuentraen la faselipídica.

En la lipasa de Rh.mieheila activaciónenzimáticaseproducepor el desplazamiento

de la “tapadera”,que dejaal descubiertoel centro catalítico5y provocaun profundocambio

en la naturalezade la superficiede la moléculade la lipasaactivacon respectoa la superficie

de la lipasainactiva,ya quesecreaunaampliasuperficieapolar,la cual estabilizael contacto

entre la enzimay la interfaselipidica, Al representarla diferenciade áreasuperficial venus

e] número de los residuos (Figura 21) se observa que 12 aminoácidos de naturaleza hidrofóba

quedan especialmente expuestos en la superficie de la molécula; dichos aminoácidos son: Ile-

85, Trp-88, Ile-89, Leu-92, Phe-94, Val-205, Leu-208, Phe-213, Val-254, Leu-255, Leu-258

y Leu-267 60
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¿

F¡gura21: Representaciónde la diferenciade aressuperficialrespectoal númerode residuo60.

El fragmentopeptídicoentreArg-8O y Val-95 no estáinvolucradoen ningún enlace

de hidrógenocon otras zonasde la molécula; de estaforma, la “tapadera” interaccionacon

el cuerpoprincipal de la proteínasolamentea travésde interaccioneshidrofóbicas’78.

Los estudiosllevadosa caboporDerewenday cols.60 indicaronque,trasla activación,

la lipasade RJi.mieheiseestabilizapornuevosenlacesdehidrógenoformadosentrela cadena

lateral de Asn-87 (residuo de la “tapadera”) y Tyr-60 con Asp-61, en la partede la zona

principal.

La enzimaen un medio acuosose estabilizaadoptandola forma inactiva cenada,

principalmenteporefectoshidrofóbicos’29.Por el contrario,en un medio no polar,como una

capalipídica, la partehidrofilica de la ‘tapadera’ no podría formar interaccionespolares

favorablescon el medio. Norin y cok.’76 sugieren,a través de un estudio teórico mediante

dinámica y mecánica molecular, que la enzimase estabiliza en estemedio abriendosu

“tapadera” por medio de interaccioneselectrostáticasentre la “tapadera”y la cavidadpolar

de la enzima.
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ll.3.3.f.4.-Función dolosresiduosde Arginina en la estabilización de la tapadera abierta

Tras diversosestudiosde la lipasa de Rh.mieheimodificadaquimicamenteen sus

residuosde Arginina, secomprobóunavariaciónen la actividady enantioselectividadde esta

lipasa.Esta modificación era especialmentesignificativa cuando el residuo alteradoera la

Arg-86. Modificacionesespecificasde esteresiduopormutacionesconfirmaronla importante

función de este aminoácidoen la actividadenzimática.El residuo Arg-86 selocaliza en la

“tapadera” y participa en varios enlacesde estabilizaciónde la conformaciónactiva de la

enzima.De todos estos datos se dedujoque la exactaposición de la “tapadera»tiene gran

importanciaen la actividady especificidadde la enzima.

Norin y cok.’79 utilizaron técnicasde MecánicaMolecularparaestudiarla aperturade

la “tapadera” helicoidal de la lipasade Ritmiehei,considerandolos cálculosen vacio como

un modelo simple del medio bidrofóbo. La “tapadera” seforzó a moversereversiblemente,

parapoder analizarla forma nativa y la forma activa de la lipasa. La razón de por qué

diferentes simulaciones de mecánica molecular conducen a estructuras abiertas o cerradas

puede explicarse por las fuertes interacciones de la cadena lateral cargada de Arg-86 con Asp-

203 (en la forma nativa o cenada) o con Asp-91 (en la forma abierta o activa); en este último

estadoel residuode Arg-86 sesitúapróximo a la superficie,mientrasque el residuo Asp-91

quedaentenadoen una cavidadpolar.

Estudiosmásprofundosdel papel que desempeñanlos residuosde Arginina en el

procesode activación de la lipasa de RJi.miehei, fueron llevadosa cabopor Holmquist y

cois. ‘~. Estos investigadoresmodificaron especificamentelos residuos de arginina por

reacción química con los mhíhidores 1 ,2-ciclohexanodionay fenilglioxal. La enzima

modificadapresentabauna significantepérdidade actividad (66 %), con tributirina como

sustrato A continuación,seanalizó el grado de modificación de las argrnflias;Arg-86 fue el

residuo que se modificó en mayor grado (85%); Arg-30, Arg-68 y Arg-l60 se modificaron

en menor grado (< 70 %) y Arg-7, Arg-8O, Arg-l78, Arg-196, Arg-19’7 y Arg-202 no se

modificaron.

En la Figura22 semuestrala disposiciónde los residuosde Arginina en la estructura

general de la lipasade RJi.miehei.
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Figura 22: Localización de los residuos de ARCININA en la estructura de la lipasa de

Rh.nuiehei.
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A la vistade todos estosresultados,semutó especificamentela Arg-86 porguanidina

y se observóuna significativa disminución de la estabilidaddel confórmero abierto. La

guanidina es estructuralmente semejantea la cadenalateral de Arginina, por tanto podrá

competir con Arg-86 en el lugar de enlace. De estaforma, la “tapadera” no podrá llegar a

estaren su posición abierta adecuada,con lo que disminuirá la actividadenzimáticay se

alterará su enantioselectividad. Todos estosdatos confirmaron la importantefunción que

desempeñala Arg-86 en la inhibición de la lipasade Rh.miehei.

Los residuosArg-30 y Arg-80 están localizadasen una región de la lipasa,donde

interacciona la zona poíar de la “tapadera’ con la superficieprotéicaen la conformación

abierta.Por tanto. lamodificaciónde estos dosresiduosafectaráa la conformaciónactiva de

la enzima.

Porsuparte,los residuosArg-68 y Arg-l6O estánmásalejadasde la “tapadera”y del

centro activo de la enzima; por tanto, su modificación apenásafectará a la actividad

ennmática.

Además,las modificacionesde la Arg-86puedentambiénalterarla enantioseleetividad

de estalipasa. Estehecho fue analizadopor Holmquisty cok.’59 en reaccionesde hidrólisis

ésteresalifáticos (2-metildecanoatode 1-heptilo) y de ésteresde alcoholesaromáticoso

alifáticos (2-metildecanoatodefenilo) en ciclobexano.La lipasadeRh.mnieheinativahidroliza

preferentementeel enantiómeroS (E~= 8,5)del ésterdel alcohol alifático;porel contrario,con

el ésterdel alcohol aromáticoesR-enantioselectiva(ER= 2,9). La modificación químicadel

residuode Arg-86 alterala enantioselectividadde una reacciónu otra en función del agente

químico utilizado. Así, al modificar la enzima con 1.2-ciclohexanodionase modifica la

enantioselectividadde la reaccióncon el éster aromático (ER=~ 2,0); por el contarrio si la

modificaciónquimicaserealizacon fenilglioxal sealterala enantioselectividadparael éster

alifático (E~= 2,5).

Si la modificaciónenzimáticaserealizapor mutaciónde la Arginina por guanidina,

disminuye la enantioselectividadde la reaccióncon el ésteralifático (Eg 1,9) y aumentala

enantioselectividad en la otra hidrólisis (Ej 4,4) con el éster aromático. Todos estos

resultadosindican que la presenciade guanidinay el tratamientocon 1 ,2-ciclohexanodiona

o con fenilgíloxal originan diferentesconformacionesdel centro activo de la lipasa de

Rh.miehei.
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La significativa alteración de la enantioselectividadde ambas reacciones,como

resultado de la mutación con guanidina, sugiere que la cadenalateral polar de Arg-86

participaen Ja colocaciónadecuadade la “tapadera” en la conformaciónactiva de la lipasa.

Por el contrario, en la reacción de síntesisdel éster alifático en ciclohexanolas

modificacionesquímicaso pormutaciónde la Arg-86 no alteranla enantioselectividadde la

reaccion.

A la vista de estosresultadossellegó a la conclusiónde que en un medio orgánico

la contribuciónde las interaccioneselectrostáticasparamantenerla “tapadera”abiertasonmás

importantesque la contribuciónde Arg-86;por estarazón,la modificaciónde dicho residuo

no alterala correctacolocaciónde la “tapadera” ni la enantioselectividadde la enzima.Por

el contrario, en agua, estas interaccioneselectrostáticasson mucho más débiles y la

estabilidadde la conformaciónactivadependeen mayorgradode lasinteraccionesdel residuo

de Arg-86; por tanto, cualquiermodificación en dicho residuo, altera la estabilidadde la

‘tapadera”abierta,y por tanto, la enantioselectividadde la lipasade Rh.miehei.

[1.3.3.2.-Moléculasde agua

En total se han identificado, dentro de la estructuracristalizadade la lipasa de
175

Rh.miehei,230 moléculasde agua;de las cuales12 tiene un inequívococaracterinterno
197 moléculas(86 %) estánunidasdirectamentecon la proteína por enlaces de

hidrógeno: 14 de ellasforman 4 enlacesde hidrógenocon átomosde la proteína(su factor

de temperaturaisotrópicamedia (B) es 24,5 A’, lo cual refleja, como era de esperar,su

reducidamovilidad). Un total de 27 moléculasde aguaforman 3 enlacesde hidrógeno(B

medio=’ 29,8 A’), 52 moléculas forman2 enlacesde hidrógeno(B mediw 37,3 A’) y 104

moléculasforman un solo enlacede hidrógenocon la proteína(B medio’ 45,6 A’).
De las restantes33 moléculasde agua;30 estánunidasa otrasmoléculasde aguay

las otras 3 no estánunidasa ningún átomo.Todasestasmoléculassehan caracterizadopor

técnicasde densidadelectrónicadifusay factoresde alta temperatura.

La gran mayoríade los agrupamientosde moléculasde aguasecolocanalrededorde

los residuospolaresy/o cargadosde la superficeformandouna intrincadared de enlacesde

hidrógenoqueinterconectalos aminoácidosy sus agrupamientos.

Una gran proporciónde moléculasde aguaestánasociadasa agrupamientospolares.
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En la Tabla 7 apareceun listado de las moléculasde aguay sus enlacese interaccionescon

los distintosaminoácidos.Estadistribución escaracterísticade proteínasglobulares.

Tabla 7: Moléculasinternasde agua:enlacesde hidrógeno,enlacespor fuerzasde Van der
Waalsy asignaciónde los átomosde hidrógeno.

W&t55 0: — N”
2 ArgiE a-o A

O. — Ñ’ ÁrgIO7 al A
0—U - :0 Wat5b 2-6 A
o VdW (Y’ 01u121

Wat5O 0: H—O ~Vat55 26 A
0—1-11 0 Pro2O6 28 A
0-1-12 :0’ Asn246 27 A
O VdW’ N1 Asn2O7 3-i A
o VdW N”’ ArgliS 32 A

Wat57 (Y-Hl -, :0 Asp2O3 2-8 A
(1—112 :0 (4tu2Ol 2-9 A
O: — N’~ His2O7 2-7 A
0 VdW O Arg2O2 33 A
o VdW ( Ser24S 33 A

WatlSO 0—111 7 Thrl73 31 A
0—112 :0 ThrIOS 2~S A
O: Y (;1n176 3-1 A
0: — 11—O WatI9O so A
o VdW O Thrl7S 3-4k
o VdW O ThrllS 3-4 A
O VdW O’ ArgIPi 3-4 A
o VdW Y ClvJ7S 3-2 A

WatlOO 0—Hl O WatlSg 3-0 A
0-112 -. :0 01n176 2-9 A
O: N’ ArglO6 2-7 A
o VdW O’ Pro2Ofi 3-4 A
o VdW e’ Argl97 3-4 A
O VdW Y 0k175 3-2 A

Wat4S O—Hl :0 Tvrl95 a-o A
:0 Tvrl9S 3-3 A

O—H2 -. Y” His217 2-8 A
O: ‘— Y” 01n176 so A
0: ‘- 11-O Wat4l 3-O A
O VdW Y A1a218 33 A

lVat47 0—Hl —. :0 Wat4S 3-O A
0—112 - :0 Leu2lO 2’? A
O: — Y Val179 so A

Wat5 O—Hl — :0 Leul? 3o A
0-H2 .-. :0 Wat6 2-7 A
O: — Y” 01n174 2-aA
o VdW O’ Thr2l 3~ A

~Vat6 O—Hl — :0 Thrl7B 30 A
0-112 — :0 Argl96 2-6 A
0: — 112--O Wat5 2-7 A
O VdW :0” ThrlQs 2-6 A

Watal 0—11 :0 Phe7fl 2-7 A
O: — Y Hisl43 2-9 A
O VdW C’ HisI43 3~ A
O VrIW O’ 5er24 a-a A

Wat264 O—II —. :0 Leu23 2-7 A
0—11 — 8 Met65 3-6 A
O VdW O 5er27 34 A
O VdW 0’ A’n26 34 A

Wat27 0—H —. :O>~ 8er44 2-7 A
O: Y 8er82
O: .- Y 8or145 33 A
O VáW O’ SerS2 3-2 A
O VdW O’ LeuI4S 3-4 A
O VÓW O’ Ser244 ~ A
o VdW O” TrpSS 3-~ A
O VdW (M TrpSS 3-3 A
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En la lipasade Rh.mniehei,ademásde estascaracteristicastipicas, aparecenmoléculas

de aguaencerradasen el interior de la proteína,formandounaprofundadepresiónllena de

moléculas de agua, adyacenteal centro activo. Esta depresión constituye un espacio

alternativoparala ‘tapadera’,durantela activaciónenzimáticapuespuedeinteraccionarcon

ellos o con el microentomohidrófilo que rodeaa la proteína.

U.3.3.g.l.- Localizado»de las moléculasinternas de aguay su implicación en el

procesode plegamientomolecular

Muchasproteínascontienenmoléculasde aguainternas,unidasfuertementea cadenas

lateralespolareso ala cadenaprincipal.Estasmoléculassuelenquedaratrapadasen el interior

duranteel procesode plegamiento de la cadenaprotéicay se convierten en parte de la

arquitecturamolecular de la proteína. Estudios de resonanciamagnéticanuclear de alta

resoluciónindican-queestasmoléculasestánen idénticasituaciónen la estructuracristalizada

y en disolución, lo que indica queno seintercambiancon el medio.

La lipasade Rhinieheino es una excepcióny contieneunaseriede moléculasde agua

estrictamenteinternas,ocultasbajo los buclesde la cadenaprincipal. El agrupamientomás

grande(formadopor 7 moléculasde agua)sesitúaen el lado proximal de la zonacentralde

láminas 13, justo debajodel segmentoC-tenninal de la hebra8, del siguiente giro y del

oligopéptidoC-terminal(del residuo231 en adelante).Lasmoléculasde aguaestánagrupadas

en tresgruposdedosmoléculascadauno y un grupodeuna solamolécula.

Las moléculasde agua,denominadasW5 y W6 constituyenun agrupamientoque se

sitúa en el centro de la interfaseformadapor el lado distal de la lámina 13 y la hélice N-

terminal.

El aguaW91, situadaal final del fragmentoC-terminalde la mismahélice, también

forma parte de la interfase.

El aguaW264 está entenadabajo el largo bucle quehay entrela hélice N-terminal

y la primerahebrade la lámina13 (residuosdel 27 al 49). Estamoléculaestáestabilizadapor

un poco común puentede hidrógenocon el átomo de azufredel residuoMet-65.

Cualquiercambio en algunade estasmoléculasde aguarequeriríaun desplegamiento

parcial de la proteína.En algún caso, serianecesarioun “ablandamiento’ del segmentoC-

terminal, en otros casos,se tendría que producir un disociación temporaldel extremo N-
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terminal de la hélicea con la lámina 13.
Algunas evidencias experimentales apuntan hacia la teoría de la existenciade

intermedios de plegamiento, en los cuales se forman algunos elementosde estructura

secundaria, previos al plegamiento final de la estructura terciaria de la proteína. La

distribución de las moléculasinternasde agua,junto con la localizaciónde los residuosde

prolina y los puentesbisulfuro, parecesugerir que las hebras1-6, junto con los buclesde

interconexiónpodrianplegarseprimero con el extremoC-terminal; seguidode unafaselenta

durantela cual la héliceN-terminal quedaancladasobrela hoja completa,permitiendoalos

residuos del 5 al 8 unirsede forma antiparalelaa la hebra8.

Porotro lado hay que destacarla localizaciónde lamoléculade aguaW2’7, queocupa

el lugarde unión del sustrato,o másprecisamente,el agujerooxianiónico.Estamoléculadona

un protón al oxigeno del grupo hidroxilo de la Serna activa y acepta dos enlaces de

hidrógenode los gruposamida de Ser-82y Leu-145 de la cadenaprincipal.

ll.3.3.g.2.-Depresiónhidrofilica adyacentea la tapadera.

Con frecuencia,en la superficie de las proteínasglobulares aparecenpequeñas

depresionesocupadaspor moléculasordenadasde disolvente. En el caso de la lipasa de

Rh.miehei,estacaracterísticatiene una gran importancia, ya que estadepresiónsuperficial

pareceserla posiciónalternativade la “tapadera” durantela activaciónde la lipasao apertura

del centroactivo por desplazamientode dichatapadera’78.

3 fragmentosde la cadenapolipeptídicarodeanestadepresiónde 13 A de profundidad:

el fragmentoentrelos residuos59 y 61 (partede la conexiónentrelashebras1 y 2); el final

de la zonaN-terminal de lahélice3 (residuosdel 108 al 113)y la zonapolar de la “tapadera.

Uno de los puentessalinos superficiales(Asp6l-Arg8O) se sitúa en la periferia de esta

cavidad.El fondo de la hendiduraestáocupadapor residuospolares:Thr-149 (en el punto

másprofundo),Thr-62,Ser-l 14, Ser-82y His-lOS. Ademáshay 12 moléculasde aguaunidas

directamentea los átomosde la proteínay 13 moléculasunidasa la capasecundaria.
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TI.3.3.b.- Localización de los residuos de Lisina

.

Uno de los objetivos de la presenteTesisDoctoralfue la inmovilización de la lipasa

de Rh.mieheipor énlace covalentecon un soporte de sílice, punto que será tratado en

profundidaden las seccionessiguientesde estaMemoria. Sin embargo,dentro del estudiode

la estructurade la lipasade Rh.mieheiesimportanteanalizarla localizaciónde los resiudos

de usina,ya que el enlacecovalenteentrela enzimay el soporteserealizaatravésdel grupo

amino de estosresiduos.

La lipasa de Rh.miehei presenta7 residuosde lisina (Lys-50,53, 73, 106, 109, 131 y

137) y como se observaen la Figura 23, todas ellas se sitúan muy expuestasal medio.

Además,se encuentransuficientementeseparadasdel centro activo y de la tapadera,como

parano interferir en los cambiosestructuralesde la proteinaduranteel procesode activación

enzimáticay no obstaculizarel accesode los sustratoshastael centro activo. Por tanto, se

puedeconsiderarviable la inmovilización de la lipasade Rhanieheia trávésde los residuos

de lisina.

[1.3.3.1.-Relaciónentre el mecanismode acción y la estructura de la lipasa de Rh.miehei

Trasel análisisestructuralde la lipasade Rh. miehel” sellegó a la conclusiónde que

el mecanismode acción de la lipasa se desarrollaen dos fases. Primero, se desplazala

“tapadera”,posiblementea travésde una activación interfacial; y a continuación,el enlace

éstersehidrolizapor medio de un mecanismomuy similar al de las serínproteasas.

El desplazamientode la “tapadera”, en respuestaa la adsorciónde la lipasa a la

interfaseaceite-agua,es consideradocomo la baseestructuralparael procesode activación

interfacial.

Las consecuenciasfuncionalesde los cambiosestructuralesde las lipasasson los

siguientes46:

a).- la accesibilidaddel sustratohastael Centroactivo de la enzimaes mayor,ya que

éste,antesdel cambio estructuralestabaenterrado.

b) .- secreauna extensasuperficiehidrófobaalrededordel accesoal centro activo.
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Figura23: Localizaciónde los residuosde LISINA en la lipasade Rh.miehei.
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11.4.- INMOVILIZACION DE ENZIMAS

11.4.1.-DEFINICIÓN

La inmovilización de enzimasfue definida en la U’ Conferenciasobre Ingeniería

Enzimática’90como el procesopor el cual se confinao localiza a la enzimaen una región

definida del espacio, para dar lugar a formas insolubles que retienen su actividad catalítica

y permitenserreutilizadasrepetidamente.

Esta definición fue posteriormente ampliada indicando que la inmovilización es el

procesopor el cual se restringen,completa o parcialmente,los grados de libertad de

movimiento de enzimas, orgánulos, células, etc. por su unión a un soporte’91~

11.4.2.- VENTAJASDE LA INMOVILIZACIÓN

La inmovilización de enzimaspresentauna serie de ventajasentrelas que destacael

aumentode la estabilidaddel biocatalízador.Ademássepuedencitar una serie de ventajas

desdeel punto de vista bioquimicoe mdustrial.

ll.4.2.a.-Aumento de la estabilidadenzimética

.

El incremento de la estabilidad de las enzimas observado tras el proceso de

mmovilización sedebefundamentalmentea:

a).- La restricciónde los cambiosconformacionalesde la enzima,por la existenciade

unionesmultipuntualesenzima-soporte’92.Estasunionesconfierenmayorrigideza la enzima.

De esta forma, la enzima se hace más resistente a las desactivaciones térmica y quimica, las

cualesimplican un cambio conformacionaldel sistema.

b).- Alteracióndel microentomode la enzima

.

Estaalteración esconsecuenciade las interaccionesenzima-soporte~~.La presencia

de un minimo porcentajede aguafavorece’93: la estabilidaddel derivado enzimático,la

transferenciade masade los sustratoshidrófoboshacia el centroaactivo y los procesosde

síntesis, respecto de los de hidrólisis. Esta mínima cantidad de agua, localizada en el

microentonio del centro activo, viene regulada, en las enzimas inmovilizadas, por un

parámetrodenominadoacuofilia del soporte,tal y como secomentóen la sección 1L26.c.3.

Cuantomayores la acuofihia de un soporte,másaguaabsorberáeste,retirándolapor

92
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tanto del centroactivo de la enzimaen aquellosmedioscon bajaconcentraciónde agua,lo

cual hacequeno sepuedaadquirir la conformaciónactiva,disminuyendoasí la eficaciadel

biocatalizador.Así pueshay que considerarque el soporteno es del todo inerte, sino que

juegaun papel muy importanteen la actividadde la enzimainmovilizada.

II.4.2.b.- Ventajas desdeel punto de vista industrial

La utilización de enzimas inmovilizadas a nivel industrial presentauna serie de

ventajasañadidas:

a).- Disminución de los costes del proceso industrial, ya que es posible la reutilización

del catalizadorenzimático.

b).- Aumento del control del proceso,por lo que sepuedeoptimizar el rendimiento

de producto final y su calidad, debido a que la enzima se separafacilmente del

producto.

c).- Posibilidad de realizar procesos continuos y/o multienzimáticos, que son

facilmente automatizablesy requieren menos mano de obra que los procesos

discontinuos.

1L4.2.c.— Ventajas desdeel punto de vista bioquímico

.

Con la apariciónde los derivadosmmovilizadossehanpodido solventarunaseriede

inconvenientesy aclararalgunaspropiedadesque presentanlos sitemasprotéicosmn vivo, y

que difícilmentepodríansersimuladosen solucioneshomogéneas’94.

a).- Se pueden prevenir las interacciones proteína-proteínaque conducen a

agregacioneso a autolisis,lo cual a menudoproduceefectosindeseables195’97, ya que

al fijar una proteínaa un soporte,se impiden los movimientostranglocacionalesy

rotacionales,incluso si estáatrapadaen un gel’98. Esto esfactible siemprey cuando

el soporteno esté completamenterecubiertode moléculasde enzima’99.

b).- Seevitanposiblescambiosconformacionales,quepodríanprovocarla alteración,

o incluso desaparición,de algunasfuncionesbiológicas de la enzima. Este hecho
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resultade gran utilidad para el estudio de las relacionesestructura-actividadde las
200

protemas -

c).- En el casode tenermoléculasde diferentenaturaleza(hidrofóbicas,con carga,etc)

co-mmovilizadascon la enzima,el microentomopuedesermanipuladoparasimular

situacionesque seproducen iii vivo. Esto también puedeconseguirsevariando la

naturalezadel soporte20’~

d).- Se pueden crear sistemasestructuralmenteasimétricos202,en los cuales la

concentraciónde las moléculasde enzimano seauniformeentodo el volumen,lo cual

puedesimular los modeloscinéticosde sistemasde membranas.

11.4.3.-INCONVENIENTESDE LA INMOVILIZACION

A pesar de todas estasventajasla inmovilización de enzimaspresentauna serie de
-- 203

inconvenientes
a).- Seproducela alteraciónde la conformaciónde la enzimarespectode su estado

nativo.

ti).- El sistema enzima-soportees heterogéneo,ya que puedenexistir diferentes

fraccionesde proteínainmovilizadascon un diferentenúmerode unionesal soporte.

e).- Es posible que la enzimapierda total o parcialmentesu actividad duranteel

procesode inmovilización.

d).-Inicialmenteaumentael costedel procesoporquehay queañadirel procedimiento

de inmovilización.
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11.4.4.-METODOS DE INMOVILIZACION

Aunqueexistennumerososmétodosde inmovilización,cadauno de los cualespresenta

un diferentegrado de complejidady eficacia,ningunode ellos reúnetodaslas ventajasde la

mmovilización. Porestarazónes interesanteanalizarlos métodosdisponiblesy compararlos,

ya que la actividad, estabilidady facilidad de manejo del biocatalizadorpuedevariar

enormementesegúnel método empleado.

Las lipasashan sido inmovilizadassiguiendonumerososmétodos,pero presentanla

dificultad adicional de su bajo nivel de purezay la presenciade moléculasde hidratosde

carbonoen su estructura,cuyosgruposhidroxilo puedencompetircon los gruposamino de

los residuosde lisina de la proteínaparaunirseal soporte,cuandosepretendellevar a cabo

la inmovilización por dichosresiduos.

[1.4.4.a.-Clasificación de los métodosde inmovilización

Los métodosde inmovilización sepuedenclasificaren dosgrandescategorias192:

A) Métodosfísicos

La enzimano sufremodificacionesestructuralesyaque quedaretenidafisicamentepor

la estructuradel soporte.

* Atrapamiento en una matriz.

* Inclusión en membranas:

—> microencapsulación

—> reactoresde membrana

B) Métodos químicos:

La enzimaseune al soportepor una unión quimica.

* Entrecruzamiento.

* Unión a soportes:

—* adsorcióniónica

—* unión covalente

En el Esquema18 serepresentanlos diferentesmétodosde inmovilización enzimática
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Esquema 18: Principalesmétodosde inmovilizaciónde enzimas.

II.4.4.b.- Tino de soportes

Unagran variedadde materialesnaturales o sintéticos,orgánicos e inorgánicos sehan

empleadocomo soportesparainmovilizar enzimas.Estosmaterialesdifieren entresi por su

tamaño,densidad,porosidady forma, aunquegeneralmentesuelensercilindros,hojas,fibras

y más frecuentementeesferas.

RETEN~ION FISICA
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posterior de

consideración

La eleccióndel tipo de soportedependefundamentalmentede la aplicaciónindustrial

la enzima inmovilizada. Algunas de las característicasque se tienen en

acercade la naturalezadel soporteson204:

- Resistenciamecaníca.

- Resistenciaa la contaminaciónmicrobiana.

- Funcionalizaciónquímica.

- Facilidadde regeneracron.

- Estabilidadtérmica.

- Estabilidadfrente agentesquímicos.

- Caracterhidrofílico/hidrofóbico.

- Capacidadde cargade enzima.

- Coste del soporte.

Sin embargo,ningunasustanciapresentatodasestaspropiedadesjuntasy en un grado

adecuado;por estarazón,sehan empleadouna gran variedadde soportes,los cualespueden

clasificarseen dosgrandesgrupos,en funciónde sunaturaleza:soportesorgánicos(proteínas

fibrosas como colágeno y queratina; polimeros sintéticos como acrilamida, alcohol

polivinilico, hidrogeles,resinasfenólicas,etc.)y soportesinorgánicos(silice. bolasde vidrio

alúmina,óxidos de titanio, etc.)

U.4.4.c.-Factoresa considerar en el proceso de inmovilización

.

Debidoa queno existeun método perfecto de inmovilizaciónsedebenanalizaruna

seriede factoresdel biocatalizadorpara determinarsi la estrategiaseguidaes adecuada205.

Dichosfactoresson los siguientes

- Actividad enzimática.

- Efectividadde la utilización de la enzima

- Desactivacióny característicasde regeneracion.

- Costedel procesode inmovilización.

Toxicidad de los agentesempleadosen el procesode inmovilización.

Propiedadesfinales deseadasen el derivadoinmovilizado.

Reaccióna la que se aplicaráel derivadoinmovilizado.
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II.4.4.d.- Comparación de los diferentes métodosde inmovilización

En la Tabla 8 se resumeny comparanlas caraterísticasgeneralesde los diversos

métodosde inmovilizacion.

Tabla8:Comparaciónde los diferentesmétodosde inmovilización

METODO Inclusión en

membranas

Atrapa-

miento

Entrecru-

zamicoto

Adsorción

química

Unión

covalente

Preparacion Media Difícil Media Sencilla Difícil

Fuerzade unión Débil Media Media-débil Media Fuerte

Actividad
enzimática

Media-
alta

Baja Baja Media Alta

Regeneración
soporte

Posible Imposible Imposible Posible Difícil

Costeproceso - Medio-

alto

Medio Medio Bajo Alto

Estabilidad Media Alta Alta Baja Media-

alta
Validez General General Limitada General Limitada

Protección
frente ataques
microbianos

Si Si Si No
No

A continuación,seanalizaránen profundidadlos métodosquímicosde inmovilización

(adsorcióniónica y unión covalente)ya que en la presenteTesisDoctoral se inmovilizó la

lipasade Rh.mieheipor unión covalentesobresilicey seestudióel derivadocomercialde esta

lipasa (Lipozyme® 1M20), inmovilizada por adsorción sobre una resina de intercambio

anioníco.
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11.4.5.-INMOVILLZACION POR ADSORCIÓN IONICA

Estehasido el métodomás utilizado parammovilízarlipasas.Estemétodosebasaen

la unión de la enzimaa un soportesin funcionalizarpor medio de puentesde hidrógeno,

fuerzasde Van der Waalse interaccionesiónicas.

El procesode adsorciónserealizaen dos fases: en la primeraseproducela difusión

de la enzimahacia el soportey en la segundaseune la enzimaa los centroscapacitadosde

la superficiedel soporte.Estasdosfasesestáncontroladaspor la cargaexternade laproteína

y del soporte,siendo el pasode unión mucho másrápido que el pasode difusión207209.

Medianteestametodologíase han inmovilizado sobreCelite la lipasade Aspergillus

nige?’0,Rhizomnucorm¡ehei21’ , la lipasade Geotrichumcandidum212sobrealuminay la lipasa

de páncreasporcino213sobrevidrio poroso.

Una variante de la inmovilización por adsorción consisteen emplearresinas de

intercambio jónico, que contienen grupos funcionales y contraiones móviles. Estos

contraionespuedenserintercambiadosreversiblementeporotros ionesquepresentenla misma

cargasin que se produzcancambiosen la matriz insoluble. Siguiendoesteprocedimientose

haninmovilizado la lipasade C.rugosa sobreDuolite y Amherlite214y la lipasade Rh.zniehei

en Duolite21’ y otrasresinasmacroporosas216~’7.

En la presenteTesis Doctoral seha empleadola lipasa de Rh.mieheiinmovilizada

sobre Duolite y comecializadapor el laboratorio Novo-Nordisk con la denominaciónde

Lipozym& 1M20. Las característicastécnicasde estederivadoinmovilizado serecogenen la

secciónExperimental.

11.4.6.-INMOVILIZACION POR UNION CO VALENTE

Estametodologíasebasaen la activaciónpreviade determinadosgruposquímicosdel

soporteparaque reaccionencon gruposnucleófilosde la proteína.Los gruposfuncionalesde

las proteínasimplicadoscon mayor frecuenciaen la unión con el soporteson los gruposs-

ammode los residuosdeusinay los gruposcarboxilatode los residuosaspartatoy glutamato,

todos ellossituadoshaciael exterior de la superficieprotéica.Dadoque en la presenteTesis

Doctoral se siguió estametodologíaparainmovilizar la lipasa de Rh.mieheise analizó la

localizaciónde los residuosde lisina en el esqueletoprotéico (ver 1L3.3.h.)
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El proceso de activación del soporte se lleva a cabo en condiciones drásticas,

mcompatiblescon la estabilidadde la enzima,por lo que estemétodo requieredos pasos:

activaciónpreviadel soportey posterior inmovilización de la enzima,que deberealizarse

mmediatamente,ya que las formasactivadasde los soportessuelensermuy inestables.

11L4.6.a.-Funcionalizacióndel soporte

La funcionalizacióndel soportesepuedellevar a cabo siguiendodiversosmétodos.

La elecciónde la metodologíaa seguirestáen función del tipo de soportey la naturalezade

la enzimaque se vayaa inmovilizar a continuación.Los métodosde funcionalizaciónmás

empleadosen la inmovilización de lipasasson los siguientes:

* vta arninosilano.

* vía broinocíanógeno

* vía carbodijmnida

* vra glicidol

* via 2,4, 6-tricloro-I,S,5-triazina (TCT)

Esteesel método seguidoparaactivar el soporte(sílice) sobreel que seinmovilizó

la lipasa de Rh.mieheien la presenteTesisDoctoral.

Estemétodopermitela activacióndepolisacáridosen generalutilizando 2,4,6-tricloro-

1,3,5-triazinay fue descritoorigmanamenteporKay y Crook21. En esteprocesode activación

el soportepuedereaccionarmedianteuno o dos gruposcon el agenteactivante(generalmente

cuantomayores el tiempo de reacciónmásmoléculasde TCT reaccionancon los gruposdel

soporte),obteniéndosede estemodounaactivacióncompletamenteirreversible.Siguiendoeste

métodoseha inmovilizado tambiénla lipasade C.cylindracea219.
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[1.5.- ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AtiNEs

)

¡15.1.-PATOLOGL4 DE LA IINFLAMACION

La patologíaproducidapor la inflamación tiene unagran incidenciaa nivel mundial

debido a su implicación en numerosasenfermedadescomo. la artritis reumatoide, la

dismenorrea,la osteoartritisy otros proceosreumáticosagudos y/o crónicos, lo cual ha

potenciadoel estudiode fármacoseficacesparamitigar el procesode la inflamación.

La inflamaciónesun mecanismode defensadel organismofrentea lesionestisulares

causadaspor traumatismos,productosquimicos,etc. durantela cualse liberan gran cantidad

de sustanciasque provocanunaseriede procesosde defensaen el organismo220:

a>.- vasodilataciónlocal con aumentodel flujo sanguíneoen la zona.

b).- aumentode la permeabilidadde los capilares,con lo queseproducela fuga de

grandescantidadesde liquido hacia los espaciosintersticiales

c).- coagulaciónde liquido en estosespaciosdebido al excesode fibrinógenoy otras

proteínasque salende los capilares.

d).- tumefaccióncelular.

e>. - infiltración celulary fagocitosis

O.- proliferaciónde fibroblastosy síntesisde tejido conjuntivo que actúanreparando

la lesión que sehaproducido.

Las sustanciasliberadasduranteel procesoinflamatorio seclasificanen dos grupos:

histaminay eicosanoides(prostaglandinas,prostaciclinas.tromboxanosy leucotrienos).

Los eicosanoidesconstituyenun conjuntode sustanciasprocedentesde ácidosgrasos

poliinsaturadosde 20 carbonos,en especialdel ácidoaraquidónicoque es el precursormás

importantede los mediadorescelularesque intervienenen el procesoinflamatorio. En el

Esquema19 apareceelprocesodetransformacióndel ácidoaraquidónicoen prostaglandinas.

prostaciclinasy tromboxanosporacción de la ciclooxigenasay en leucotrienosporacciónde

la lipooxigenasa.

lo’



Antiinflamatorios no esteroideos (ALVEs)
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Esquema19: Cascadadel ácido araquidónico.

11.5.2.-FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIIDEOS(AINEs

)

Los antiinflamatoriosno esteroideos(AINEs) sonun conjuntodefármacosanalgésicos

que poseenactividad antitérmicay antiinflamatoria. Se denominanno esteroideospara

diferenciarlosde los corticoidescon actividadantiinflamatoria.

La eficaciarelativade cadauno puedeserdiferenteparacadaacción; de ahí que su

utilización en una determinadaindicaciónterapéuticadependeráde sugradode eficacia y de

sugrado de toxicidad.

Todos los AINEs actúan sobre el proceso inflamatono inhibiendo la síntesis de

prostaglandinasmediantela inhibición de la enzimaciclooxigenasa(esquema19), aunqueel

grado de actividad antiinflamatoria varia de unos AINEs a otros. Sin embargo,no hay

estudios que relacionen el grado de inhibición de la ciclooxigenasacon la eficacia

antiinflamatoriaen pacientesindividuales
221’22

LI.5.2.a.- Evolución histórica

La primeraterapiautilizadaparael tratamientode la artritis reumatoidesebasabaen

el empleo de corticoesteroides.No obstante,debido al caractercrónico de estaenfermedad,
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el tratamientoprolongadocon estosfármacosprodujola aparicióndenumerosose importantes

efectos secundarios.Por esta razón, durante los años cincuenta el departamentode

investigaciónde la compañíaBoots Pharmaceuticalcomenzóa trabajaren la búsquedade

nuevosagentesantiinflamatoriosno esteroidicos(AINEs). Se comenzóbuscandonuevas

hipótesisque explicasenla actividadantiinflamatoriade la aspirinay otros compuestoscomo

los pirazoles223con el objeto de encontrar agentesmás potentesy con menos efectos

secundariosque éstos.

Tras unaserie de estudiossobrela aspirinay sus análogosestructuralessellegó ala

conclusión de que el grupo funcional fundamentalera el ácido carboxilico, En 1957 se

descubrióque algunosácidosalcanéicosy alquenóicos,derivadosdel bifenilo, estilbenoy

difeniletano,presentabanpropiedadesantirreumáticas,pero los resultadosde las pruebas

biológicas (ensayos“in vivo’) no fueron satisfactorias224

Sin embargo,los ácidos fenil-alcanóicos,y en particular, los para-sustituidoscon

radicalesalquilicos,semostraronterapéuticamenteválidos.Entretodos ellosdestacóel ácido

4-isobutilfenilacético(Ibufenac)quepresentabaunaactividadantiinflamatoriade dos acuatro

vecessuperiora la aspirinay eramucho mejor tolerado que ésta.

El aumentode longitud de la cadenaalquilica condujo la obtención de una seriede

ácidosmásactivos,los ácidospropiónicossustituidosen posición2 con un grupo arilo. De

todos ellos el que presentabamayor actividad era el ácido 2-(4‘-isobutil)fenilpropiónico

(comercializadocon el nombrede Ibuprofeno)quepresentaactividadfarmacológicaentre 16

y 32 vecesmáspotenteque la aspirinay con menoresefectossecundarios.
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IILS.2.b.- Clasificación

Los AINEs seclasifican en seis familias en función de su estructuraquimica.En la

Tabla 9 aparecenestosgruposy el fármacoprototipo de cadauno de ellos.

Tabla 9: Clasificaciónde fármacosantiinflamatoriosno esteroidicos(AuNEs).

Grupo farmacológico Fánnaco prototipo

ácido salicílico acido acetilsalicílico(APtS)

para-aminofenol Paracetaniol

pirazolona Metamizol

ácido propiónico Naproxeno

ácido indolacético Indometacina

ácido pirrotacético Ketorolaco

ácido fenilacético Diclofenaco

ácido piranoacético Etodolaco

ácido antranitico ácidomefenámico

ácido nicotinico Isoníxina

oxicanis Piroxicam

U.5.2.c.-Mecanismode acción

El mecanismode acciónde los AINEs sebasaen la inhibición de la cicloox.igenasa,

enzimaque convierteel ácidoaraquidónicoen un endoperóxidocíclico,el cualsetransforma

en prostaglandinasy tromboxanos(Esquema 19). La inhibición de la acción de la

ciclooxigenasaconsisteen quelos AINEs impiden la sustraccióndel hidrógenode C-13 del

ácido araquidónicoy, por tanto, bloqueanla peroxidaciónen C-l 1 y C-15. El mecanismo

difiere de unosAINEs a otros, pero en todos los casosla inhibición esestereoespecifica.

11.5.3.- AflNEs DERIVADOS DEL ACIDO (RES) 2-ARIILPROPIONICO

Uno de los objetivos de la presenteTesis Doctoral es la obtención de AINEs

pertenecientesal grupo de fármacoscon estructurade ácido 2-arilpropiónico con elevada

purezaóptica, utilizando como catalizadordel procesola lipasade Rhizomucormiehei.

Estos fármacosconstituyenun grupo homogéneo,dentro de los AINEs, por sus
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característicasquimicasy farmacológicas;aunquevaríansuscaracterísticasfarmacocinéticas,

En el esquema20 semuestranalgunosde los AINEs pertenecientesa estegrupo.

‘-. COOH ‘- N cOOl-l
0H30 ~ A

Ibuprofeno Naproxeno

o
N A COOH ~ COON

A N

Ketoprofeno Flurbiprofeno

tÍIi:i—0( COOI4

Fenoprof eno

Esquema20.- MINEs dedvados del ácido 2-arilpropiónico

IiL5.3.a.- Acciones farmacológicas

Todos los AINIEs de este grupo presentanacción antítérmica, analgésica y

antiinflamatoria.Todosson capacesde inhibir la ciclooxigenasa.aunquesupotenciavariade

unos a otros. No obstante,no hay una buenarelación entreestapotenciainhibidora y su

eficacia analgésicay antiinflamatoria. Así, en su conjunto son consideradoscomo

antiinflamatoriosde eficacia moderada,incluso inferior a la del AAS, aunquela potencia

antícíclooxígenasade alguno de ellos, como el naproxeno,seasuperior.

11.5.3.1,.-Característicasestructurales

Los AINEs de estafamiliapresentanun centroestereogénicoen la cadenacarbonada,

residiendo la actividad farmacológica unicamente en el enantiómero S(±)225. Se ha

comprobadoqueel isómeroS(+) del ácido2-(6’-metoxi-2’-naftil)propiónico(Naproxeno)es

28 veces más activo como antiinflamatorio que el isómero R(-926 y el isómero S(+) del

Ibuprofeno es 160 vecesmáspotenteque el R(-). A pesarde esto, la mayoríade las formas

farmacéuticasson mezclasracémicasde ambosenantiómerosR(-) y S(+), ya que una vez

Aeido 2-fenil prop¡onieo

Suprof arto
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administradala formaracémicael enantiómeroR(-> esinvertido en S(±927,en unaproporción

que varia de un producto a otro (mucho en el Ibuprofeno y Fenoprofeno.poco en el

Flurbiprofeno)y de un individuo a otro. No obstante,seha comprobadoque la conversión

de un enantiómeroen otro en el organismono esdel 100%: por ejemplo, sólo dos terceras

partesdel enantiómeroR(-) de Ibuprofeno setransforma“in vivo” en el isómeroS(±928.

Por último, el enantiómeroR(-) de la mayoría de los ácidos 2-arilpropiónicoses

almacenadoen e] tejido adiposo229,dondepuedealcanzarelevadosniveles.

La obtenciónde estegrupode AINEs enantioméricamentepurosesinteresanteporlas

siguientesrazones:

a> - sereducidala dosisadministrada

b) - dismmuiñan los efectos secundariosdebidos al almacenamientodel

enantiómeroR(-) en el tejido adiposo230

seevitadala variabilidadde la respuestaterapéutica,al no producirsela

inversióntotal de los enantiómerosR(-) ‘in vivo”23’.

ILS.3.c.- Características fármacocinéticas

En general,los AINEs seabsorbencompletamente,tienenun volumende distribución

pequeño,se unenbastantea proteínasy seacumulanen mediasácidos,como los puntosde

inflamación232. La variabilidad de la respuestade los pacientesa los diferentesAINIEs se

explicamediantela dosis y la concentraciónen plasma233.

En la Tabla 10 se resumenlas caracteristicasfarmacocinéticasde estosfármacos234.

Grado de absorción(%)(abs); metabolismopresistémico(met); semivida de eliminación

(h)(t¼);volumende distribución(l)(Vd); grado de unión a proteínas(%)<prot); aclaramiento

(ml/lg/min) (Cl) y excreciónurinaria (%)(excr)
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Tabla 10: Caracteristicasfarmacocinéticasde tos AIINIEs derivadosdel ácido2-arlipropionico.

FÁRMACO Abs met tVz Vd prot CI cia

[buprofeno

Naproxeno

Ketoprofeno

Fenbufeno

Fenoprofeno

Flurbiprofeno

>~5 -- 2 7 99 0,75 <1

100 5 % 12-lS 6,3 99 0,13 (1

>90 escaso 1-3 7,7 95 1,2 <1

80 -- 10-17 7 98 -- --

80-90 escaso 1,4-3 7 99 0,5-1 2-5

~ -- 3-6 7 99 0,3 (15

El Naproxenoe Ibuprofenopresentanfarmacocmnéticaslineales,al aumentala dosis

tambiénaumentala concentraciónplasmática,hastael punto de la saturaciónprotéica235.

Todos estosfármacosseabsorbencompletamenteporvía oral, con ~ comprendido

entre 1 y 2 h. exceptoel Naproxeno,cuyo t~ es de 2-4 h. si bien el de su sal sódicaes

también de 1-2 h. En generalla comidadisminuyela velocidadde absorción,pero no la

cantidadabsorbida.La absorciónpor vía rectal es más lenta e irregular.

Se unen intensamentea la albúmina,en un 99% a las concentarcionesque alcanzaen

plasma.Cuandola concentraciónplasmáticade albúminadisminuye (artritis reumatoidey

ancianos),la fracción libre aumenta

Difunden bieny pasanal liquido sinovial, donealcanzanconcentracionesque suelen

ser la mitad de la plasmática,ya que la concentraciónde albúminaesmenor. Sin embargo,

cuandolas administracionessonrepetidas(tratamientoscrónicos)sealcanzanconcentraciones

quefluctúan menosque las plasmáticasy permitendistanciarmás la administración,pasan

la barreraplacentariay alcanzanmuy bajasconcentracionesen la leche.

El nietabolismoesintensoy variado,de forma que la excreciónrenalde formalibre

es mínima. El Ibuprofeno R(-) se transformaamplianmeteen su enantiómeroactivo (S+).

Entre los procesos metabolizadores destacan los de hidroxilación, desmetilación y

conjugación,mayoritariamentecon ácido glucuronico.

Las semivídasde eliminación sonde 2-4 h, exceptoen el casodel naproxeno(12-15

h).
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11.5.34.-Aplicaciones terapéuticas

Los AINEs se utilizan comunmentecomo tratamiento de primera linea de los

transtomosreumatológicos.Contrariamentea los analgésicosopiáceos,no creanadiccióny

puedenutilizarseduranteperíodosprolongadosde tiempo, puedenadministrarsea todos los

gruposde edadpor distintas vías de administración232.

Porsuactividadantiinflamatoriay analgésicaseutilizan en el tratamientosintomático

de la artritis reumatoide,la osteoartritisy la artritis gotosa.Sueficaciaescomparablea la del

AAS a la dosis de 2-3 g/dia; tienen puesuna eficacia media. Las dosis varia según el

compuesto(Tabla lo). En los tratamientoscrónicosseacons~aempezarcon dosisbajaspara

mejorarla tolerabilidady aumentarpaulatinamentela dosis.Los ataquesagudosde gotasolo

respondena las dosismáximasposibles.

Cadavez se utilizan más con fines estrictamenteanalgésicos,como es el caso del

Ibuprofenoy el Naproxenosódico.Se empleanen el tratamientode diversasalgiascomo la

dismenorrea,los cólicosrenalesy los dolorespostoperatonosde mtensídadmoderada.

11.5.3*.-Reaccionesadversas

En generalson semejantesa las de los otros AINEs, perola incidenciade alteraciones

gatrointestinaleses menor que el ácido acetilsalicilico, fenilbutazonao indometacina;no

presenta los problemas sanguíneos de las pirazolonas y producen menos molestias

neurológicasque la Iindometacina.Por esto,seutilizan con frecuenciaen situacionesclínicas

de intensidadleve o moderada.

Las reaccionesadversasquepuedenproducirsonlas siguientes:dispepsia,ulceraciones

y erosionesgastrointestinales;alteracionesneurológicascomo somnolencia,mareoo sedación;

erupcionesdérmicasy diveras reaccionesde hipersensibilidad;inclusopuedeaumentarel

tiempo de hemorragiadebidoa su acciónantiagregante,aunquesonmuy pocofrecuenteslas

alteracioneshemopoyéticasy hépáticas.

1L5.3.f.- Estrategiasparala obtencióndel enántiáineroS(+> puro.

Aunquela síntesisasimétricaporvía químicade los ácido S(+) esteenicamenteviable,

estametodologíano resultarentableporquesonnecesariosreactivosde elevadocostey no

se obtiene un rendimiento aceptable del enantiómero S(+) puro para su posterior
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comercialización236238.

Actualmente se ha planteadola resolución de estas mezclas racémicasmediante

reaccionesenzímáticascatalizadaspor lipasas,debidoasu amplia especificidadde sustrato,

elevada enantioselectividad,gran estabilidady tolerancia a elevadas concentracionesde

sustrato(> 1M)239, y por el hecho de no requerircofactor, así como por su disponibilidad

comercialy bajo costeeconómico240.

Siguiendoestaestrategiade catálisis enzimáticase han obtendio ácidos R(-) y S(-4-)

2 aril-propiónicoscon diferentegrado de purezaenantiomérica(Tabla 11).

Tabla 11: Métodosbioteenológicosde resoluciónde ácidos2-aril-propiónicoscatalizadospor lipasas.

ACmO reacc R Nue Lipasa Conv eeÁ~dd, Reí.
(%)

Ibuprofeno EST R propanol Rh.miehei 15-20 70 (R) 241

EST R pentanol C.rugosa 49 99 (R) 242

RID CR
2CH3 R20 C.rugosa 47 99 (S) 243

RIO CH,CH2CI F120 C.antárctica 63 58 (R) 244

Naproxeno EST H butanol M.javanicus 39 8 (5) 245

EST R butanol A.niger 23 5 (5) 245

1-lID CH3 R,O Rh.miehei 18 95(R) 246

RIlO CH3 1-1,0 R.oryzae 45 98(5) 246

Ketoprofeno RilO CH,CF3 R20 Rh.miehei 95 81(R) 247

RID CH2CR3 R20 C.rugosa 21 98 (5) 243

Flurbiprofen RIO CH3 H20 Crugosa 39 65 (5) 248

EST: reacción de esterificación; HIll»: reacciónde hidrólisis; TR.N: reacción de transesterificacion
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Parte Experimental

111.1.-MATERIALES

111.1.-REACTIVOS

m.i.i.- Disolucionestampón

Todas las salesempleadasen la preparaciónde disolucionestampónfueron de grado

analíticoy se utilizaronsin ningunapurificaciónprevia.Todaslas disolucionesseprepararon

con aguapurificadadestilada/desionizada(18,2MO de resistividad)en un equipo Barnstead

Ropure.

1111.1.2.-Disolventesorgánicos

Los disolventesorgánicosempleadosdurantela realizaciónde estaMemoriahan sido

los siguientes:

- ciclohexano(99 % de pureza)de Labsean(Dublin, Irlanda).

- hexano(95 %) de Labscan.

- acetonitrilo(99 %) de Labscan.

- iso-butilmetilcetona(4-metil-2-penta.nona)(99,5 %) de Sigma.

- 1,4-dioxano(99,8 %) de Sigma.

- éter diisopropílico (99 %) de Sigma.

- iso-octano(2,2,4-trimetilpentano)(99,7 %) de Sigma.

- N,N-dimetilformamida(99 %) de Merck (Darmstadt,Alemania)

- 1,1,1-tricloroetano(99,5 %) de Merck.

- tolueno (99,5%) de SDS (Peypin.Francia).

- éteretílico (99,5 %) de SDS.

- acetona(99,5 %) de SOS

- heptanode May&Baker Ltd. (Dagenheim,Reino Unido).

Todos estos disolventesse utilizaron sin ningunamanipulaciónprevia, excepto e]

ciclohexanoy el tolueno que sesecaronpreviamentey la acetona,que fue purificada con

KMnO4, secaday destilada.
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m.1.2.a.-Secadode ciclohexano

El ciclohexanorigurosamenteanhidroseutilizó como disolventeen las reaccionesde

suitesis de ésteres-de ácidos(R,S) 2-arilproptonicos,en las cualesse quiso analizar la

influenciadel aguaen la actividadde la lipasammov’hzadade Rh.rníehei (Lipozyme 1M20).

Se colocó a reflujo 1 litro de ciclohexanodurante30 mm, con sodio metal y plato

poroso.A continuación,sedestilóy serecogiósobretamizmolecularde 4 A249. Temperatura

de ebullición del ciclohexano= 80,7 0C

flI.1.2.b.- Secadode 1-butano!

El 1-butanol anhidro se utilizó como sustrato, en las mismas reaccionesque el

cíclohexanodesecado.60 ml de 1-butanol se colocaron a reflujo con 5 g de magnesio

metálico y unas gotas de cloroformo como catalizador,hastaque todo el magnesiose

convirtió en butóxido de magnesio.En,ese momento se añadieronlos 940 ml de butanol

restantesy sedejó a reflujo durante1 h. A continuación,sedestiló y serecogiósobretamiz

molecularde 4 ~ Temperaturade ebullición del 1-butanol= 116 <‘C.

IlII.1.2.c.- Secadode tolueno

El tolueno anhidroseutilizó en el procesode activaciónde la siiceporel métodode

la 2,4,6-tricloro-l,3,5,-triazina.

Se dejó el toluenoagitandocon cloruro cálcicoanhidroen polvo duranteunanoche.

Posteriormente,sefiltró con un filtro depliegues,paraeliminar el CaCl
2 y serecogióen un

recipienteque conteniasodio en láminas
249

III.1.2.d.- Purificacióny secadode acetona

La acetonapurificada se utilizó para lavar el derivado inmovilizado sobre sílice.

Primero setrató la acetonacon permanganatopotásico(KMnO
4) para oxidar los posibles

restosde 2-propanol,paralo cualsecolocóareflujo un volumendeterminadode acetonacon

una punta de espátulade KMnO4 durante8 h. A continuación,sefiltró para eliminar los

restosde MnO2 y se desecócon carbonatosódico anhidro (Na2CO3)poniendolo a reflujo

durante8 h. Se volvió a filtrar con filtro de plieguesparaeliminar el agentedesecantey se

destilá, recogiendola acetonatratadasobretamiz molecularde 4 ,4249~ Temperaturade
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ebullición de la acetona= 53 0C.

111.1.3.-Reactivospara la determinación de proteínas

Pararealizarla rectade calibradoseusó comopatrónla albúminade suerobovino del

laboratorioSigmaChemical.

LII.1.3.a.- Método del biurel

- sulfato cúpricopentahidratado(CuSO
45H20)de Merck

- tartratosódico-potásicotetrahidratado(NaKC4H4O6.4H20) de Merck.

- hidróxido sódico (NaOH) de SDS.

[U.l.3.b.- Método de Bradford

- azul brillante de CoomassieG-250 de Aldrich

- ácido orto-fosfórico (H3P04)diluido al 85 % (plv) en aguade Aldrich.

- etanol al 95 % de SDS.

[11.1.4.-Reactivosusadosen la inmovilización sobresílice

La síliceutilizadafue Kieselgel40 de Merck quepresentalas siguientescaracterísticas

texturales: diámetrode partícula: 0,063-0,2mm, superficie especifica:239 m
2/g; diámetro

medio de poro: 9,5 A y volumende poro acumulado:0,57 cm3/g

- 2,4,6-tricloro-l,3,5-triazinade Merck

- N,N,N-trietilaminade Aldrich

- cromatodepotasio(K
2CrO4) deAldrich

- disolución acuosa(0,1014N) de nitrato de plata (AgNO3) de Aldrich.

m.i.s.- Solucionessalinaspatrón del aparatomedidorde actividadde agua

Parala calibración del aparatomedidorde actividadde agua seutlizaron soluciones

salinaspatrón comercializadaspor Novasina(Zunch,Suiza).

* sal-II (Lid 70%); a.~=0,l; humedadrelativa= 11,3 % a 25
0C

* sal-98(K
2Cr2O782%); a~= 0,9; humedadrelativa= 98 % a 25 “C
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111.1.6.-Otros reactivosinorgánicos

- sulfato amónico((NIH4)2(504)) de Aldrich

- pentóxidode fósforo (P205)de Aldrich.

- cloruro cálcicoanhidro (CaCI2) de Panreac(Barcelona,España).

- fosfato sódico monoácidoanhidro(NaJIPO4)de Merck.

- fosfato sódico diácido anhidro(NaH2PO4)de Merck.

- Tris(hidroximetil)aminometanode Merck.

- acidoclohidrico concentrado(HCl) de SDS.

- acidosulfúrico concentrado(~I2SO4)de SOS.

- ftalato ácidodepotásiode Sigma.

- fosfato potásicodiácido (KIH2PO4) de Panreac

111.2.-ENZIMAS

La enzimaobjetode estudioha sido la lipasa(triacilglicerol acilhidrolasa(EC 3.1.1.3.)

de Ehízomucormiehel cruda(Lipozyme
t IOOOOL) e inmovilizada(Lipozym& 1M20>, ambas

suministradaspor el laboratorioNovo-Nordisk(Bagsvaerd,Omamarca)

[11.2.1.-Lipasa cruda de Rh.jmniehe¡ (1
4ipozvme~IOOOOL

)

Lipozyme~’ 10000L fue obtenidapor técnicasde recombuiacióngenética(ver11.3.2.)

Las característicasde estalipasasonlas siguientes
250:pesomolecular= 30 kD; punto

isoléctrico = 4; pH óptimo = 6-8 (en la reaccióntest de actividad lipásica con tributirina,

método AF95 de Novo-Nordisk); T~ óptima = 40-50 0C (en la misma reacción test);

densidad=1,15 g/nil -

Esta lipasa tiene una actividad de 10000 UL/g, dondeuna Unidad Lipásica (UL)

correspondea la cantidadde enzimaque libera un micromol de ácido butírico por minuto

en la reacciónde hidrólisis de una emulsión de tributirina medida en pH-stato a 30 0C y

pH7,0 250

111.2.2.- Lipasa inmovilizada de Rh.miehei(Lipozvme® 1M20

)

La lipasa de Rh.miehe¡ se presentaen forma inmovilizada sobre una resma

macroporosade intercambio aniónico por adsorción jónica. El derivado obtenido es
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comercializadopor el laboratorioNovo-Nordisk con el nombrede (Lipozyme~ 1M20 951

La resmamacroporosade intercambioaniónicoutilizadaes Duolite A-56S de Duolite

International (Paris, Francia). Este soporte es una resina granular,porosay de caracter

debilmefftebásico.El polímero es un policondensadoreticuladode fenol-formaldehido,de

caracterhidrófilo y con una distribución de tamañode poro controlada252

Las característicasfisicas de la resina Duolite A-568 son las siguientes:tamaño de

panícula: 0,3-0,6 mm; radio de poro: 50-300 A. y superficieespecífica:200 m2/g 252

En la Figura23” semuestraunamicrofotografíadel soporte(Figura A) sin enzimay

(Figura B) con enzima(derivadoLipozymet1M20)25’

(a>

Figura
23b• Microfotogratiadel soporte

con lipasade Rh.m¡ehe¡ adsorbida..
del derivado

(b>

Lipazyme
t1M20 <a> sin enzima y (b)

El tamañodepanículade Lipozyme 1M20<’> oscilaentre0,3 y 0,6 mm. El contenido

en aguade estederivadoinmovilizado esdel 10 % (p/p953

Lipozyme~ 1M20 tiene una actividad de 43 UII/g, donde una unidad de

interesterificación(U) sedefinecomo la cantidadde lipasaque catalizala incorporaciónde

1 gmol de ácidopalmitico a trioleinapor minuto a 40 0C. alcanzandola máximaactividad

a 70 oc 251
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m.3.- SUSTRATOS

111.3.1.-Actividad esterásica

Parala determinaciónde la actividadesterásicaseempleócomo sustratoel acetatode

p-nitrafenilo de Sigma (StLouis,EEUU).

1111.3.2.-Actividad lipésica

Paradeterminarla actividad lipásica se emplearondos sustratos,segúnel método

utilizado:

SustratoSigma:Emulsiónde aceitede oliva al 50 % (y/y) deSigma(St.Louis,EEUU)

Tributirina de Aldrich (Steinheim,Alemania) al 98 % de pureza.Diariamentese

preparóuna emulsiónde tributirina, utilizando comaemulsificanteuna disoluciónacuosade

goma arábiga,glicerina, NaCí y KIH2PO4.

- goma arábiga de Sigma

- glicerinade Aldrich

- cloruro sódico dePanreac

- fosfato potásicodiácido (KH2PO4) de Panreac

111.3.3.-Síntesisde ésteres

m.3.3.a.- ácidos (R,S) 2-arilpropiónicos

* Ibuprofeno(ácido(R,S)(2-(4-isobutilfenil)propiónico)deBoots(Nottingham,ReinoUnida)

* ácido(R,S) 2-fenilpropiónicade Fluka(Buchs,Suiza)

* Naproxeno(ácida(R,S) 2-(6-metaxi-2-naftil)propiánico)de Syntex(Palo Alto, EEUU)

* Ketoprofeno(ácido(R,S) 2-(3-benzoilfenil)propiónico)deMenarini (Badalona,España)

11L3.3.b.-alcoholes

1-butanol,3-metil-l-pentanol,1-octanol,ciclohexanoly 2-propanolde Sigma.
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IiLLZ.- PROGRAMAS DE CALCULO

11L2.L- SIIMEIT

A lo largo de estaTesis Docotral seha utilizado como herramientade cálculo el

paqueteintegradoSIMIFIT versión4.0. parallevar a caboel ajustede los datosexperimentales

a determinadasecuacionesmatemáticas.

Estepaqueteinformático,diseñadopor WG. Bardsley254,escritoen lenguajeFortran

compilado y desarrolladoen base a rutinas de regresiónno lineal de la librería “NAG

Workstation”,empleaalgoritmosde optimizaciónmatemáticapor iteracióncon el objetivo de

minimizar la función Sumatorio de Residuales(SSQ), definida mediante el método de

mínimoscuadrados.

La función SSQ sedefinecomo:

SSQ = Z~(yry9 [19]

donde, y~= dato experimental obtenido para la variable independiente“y”, cuando la

variable dependiente“x” adoptael valor »x~”.

y~ valor calculadoparala variabledependiente‘y, cuandox = x~, utilizando para

ello la función con los parámetroscalculados.

Las suposicionesestadísticasen las que sebasael criterio de los mínimoscuadrados

son: quela ecuaciónparajustaresla correcta,el error en la respuestaesestnctamenteaditivo

y los erroresson independientesentresi y siguen una distribuciónhomocedástica(varianza

constante),esto es,las medidassehanhechocon la mismaprecisión.Estetipo de regresión

sedenominaregresiónsin pesosestadísticos.

No obstante,la mayoría de las veces las medidas expenmentalessiguen una

distribuciónbeterocedástica(diferentevarianza),y sehacenecesariodar más ‘importancia”

(máspeso)a los datosde menorerror frentea los de máserror. Paraello, lo quesehacees

corregir los residualescon un factor llamado yeso estadístico,(wJ, que es inversamente

propocionala la varianzade los datos(el cuadradode la desviaciónestándar).
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1

S2 [20]

De estaforma, la función que se optimiza se denom.masumatorioponderadode

residuales(WSSQ), quese define como:

WSSQ= X (1157) (Yr yJ2 [21]

La desviaciónestándaren las medicionesde la variable dependientese determina

medianteréplicas.De estaforma, se le asignaa cadaconjuntode medidas(y
1) sudesviación

estándarcorrespondiente,que seutiliza paraponderarel error. No obstante,estametodología

es recomendablesiempreque el númerode réplicasobtenidaspor cadavalor de la variable

“y” seamayor o igual a 3. Como éstono esfactible en muchasocasiones,otrametodología

que puedesugerirseconsisteen determinarel error experimentalpromedioque tiene el

método, y asignara cada punto dicho errar experimental coma error relativo constante.

Generalmentesetoma comavalor de dicho error el 5 %.

Comoparámetrosque cuantifican la bondaddel ajuste,el paqueteSIMFIT calculael

valor del coeficientede determinación(R
2). Por otraparte,cuandose utilizan como pesos

estadísticoslas desviacionestípicasde los errares(o estimacionesde las mismas),la función

WSSQsigueuna distribuciónji-cuadrado(X2) con “g” gradosde libertad,siendo g = n de

puntosexperimentales- ¿ deparámetrosde ajuste.De estaforma,por comparacióndel valor

de ji-cuadradocon WSSQ sepuedeestablecerla bondad del ajuste. El programaSimfit

caladaautomaticamentela probabilidadde queji-cuadradoexcedael valor de WSSQ. Así,

cuandola probabilidadde que ji-cuadradoseamayor de WSSQes menorde 0,01 (nivel de

significanciadel 1 %) o menorde 0,05 (nivel de significaciadel 5 %), sedeberíarechazar

el ajusteutilizando dichosnivelesde significación.

Simfit tambiénpermiteestablecerentenasde bondadde ajustesatravésdel estudio

de los residuales,los cuales,en un ajusteóptimo deberíanquedardistribuidosal azary no

deberíanpresentaruna correlaciónseñalsignificativa, por lo que el númerode residuales

positivos y negativosdebesersimilar, y no debehaberseries largasde residualescon el

mismo signo,ni tampocomuy pocasseries.El númerode residualespositivossedesignacon
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la letra “n”, el de residualesnegativoscon la letra “m” y el númerode seriescon ‘½“. Simfit

establecedostests acercade las series,que debendar unaprobabilidad(p) comprendidaente

a/2 y 1-tr/2 (cx= 0,05 ó 0,01, segúnel nivel de significanciacon el que setrabaje).La prueba

de los signos,tambiéndesarrolladapor esteprograma,debedar una probabilidadp=a,para

poder considerarel ajustecomo bueno.Un nuevo estadísticoque el programacalculaesel

test de Durbin-Watson,que indica la posibilidad de que existauna correlaciónseriada,esto

es, que el signo que presenteun residual venga impuesto por el signo del anterior.

Normalmente,cuandoel valor de dicho estadísticoestácomprendidoentre1,5 y 2,5, sepuede

descartardicho efecto.

Es frecuenteque los parámetrosdel ajustedebanserdistintos de cero,puesel hecho

de anularsesueleconllevar el que la variablerespuesta“y” no dependade algunavariable

explicativa“x’, o quelleve consigouna simplificación del modelo debido a la desaparición

de una partefuncional del mismo. Así, para determinarsi un parámetropuedeconsiderarse

nulo o no, éstesemide en unidadesestándar,esdecir, secalculael cociente:

valor estimadodel parámetro
1= [22]

error estándarde su estimación

si el valor de estecocienteT estádentro de cierto limites (que se consultanen las tablas

estadísticasde la “t” de Student,considerandocomo gradosde libertad(g = n0 puntos -

parámetros>,puedeserque elparámetroseanule;si porel contrario,el valor de T rebasaesos

límites, entoncesel valor del parámetroes distinto de cero. El programaSinúít suininistra

todaestainformaciónmedianteun parámetrode redundancia.

111.2.2. HIPERCHEM

Los cálculos de Mecánicay DinámicaMolecular de la estructurade los ácidos(R,S)

2-arilpropionicos,objeto de estudio en la presenteTesis Docotal, se realizaron con el

programaI-IIIPERCHEM255.

El estudioporDinámicaMolecularde estoscompuestosserealizó a altatemperatura

debido a la mayor eficaciaparaatravesarbarrerasde energíaen el espacioconformacional

multidimensíonal256.Se eligió una temperaturade 100 0K como punto de partida, ya que
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permite a la molécula explorar un número de conformacionesseparadaspor barreras

energéticassignificativas. Para evitar el riesgo inherentea toda simulación de Dinámica

Moleculara alta temperatura,de quela estructuraencontradacorrespondaa un minimo local

de alta energíaserealizaroncon cadaunade los confórmerosobtenidosprocesosde dinámica

molecularsucesivasde íps (T= 450 0K); lOps (T= 350 0K) y 12 Ps (T= 300 0K).

Finalmente, la geometriade los confórmerosde mínima energíaobtenidosde los

ácidos(R,S)2-arilpropiónicosseanalizóporMecánicaMolecular medianteel usodel método

MM+ como campode fuerzas.Primeramentese utilizó el algoritmo “steepestdescent”de

forma interactivahastaun gradientede 0,1 kcal/mal A. Una vez optimizadaestaestructura

seprocedióa unanuevaoptimizaciónutilizando el algoritmo “Fletcher-Reeves”congradiente

conjugadohastaun valor de gradiente0,02 kcal/mol A, que permitió considerarlos efectos

de la conjugaciónde dobles enlaces,tan importantea priori, en las moléculasobjeto de

estucho.
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111.3.-CALRACTERIZACION DE LA LIPASA DE Rhizomnucormiehei

.

La caracterizaciónde la lipasa de Rinzomucormiehel se centró en los siguientes

puntos:

1).- Determinaciónde la concentraciónde proteinas

2).- Determinaciónde la actividadesterásica

3).- Determinaciónde la actividadlipásica

4).- Estudiosde abrasióndel derivadoinmovilizado comercial de la lipasade

Rh.miehei(Lipozymet1M20)

5).- Electroforesis

m.3.1.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

.

La determinaciónde la cantidad de proteinasde la lipasa de Rh.miehei se hizo

empleándométodosespectrófotométricos.El método de rutina fue el metodo del Biuret,

aunquepara la determinaciónde la lipasa semipurificadapor precipitación con sulfato

amónicoseempleóel métodode Bradford,paraevitarposiblesinterferenciasentrelos grupos

amino de la proteinay del sulfato amónicoal reaccionarcon las salesde cobredel reactivo

de biuret.

En los dos métodos el patrón de proteína utilizado para la elaboraciónde las

correspondientesrectasde calibradofue albúminade suerobovino (BSA).

[I1.3.1.a.-Método del biuret

Parala determinaciónrutinariade la concentracióndeproteínasde la lipasaempleada

utilizamosel métodoespectrofotométrícodel Biuret, basadoen la formaciónde un compuesto

coloreadocomo resultadode la reacción,en medio alcalino,de los enlacespeptidicosde las

proteínasy las salesde cobre queformanpartedel reactivo del biuret257259- La intensidadde

color del compuestoformado seráproporcionala la concentraciónprotéicade la muestra.

Reactivodel biuree

Se disolvieron 1,5 g de sulfato cúpricopentahidratada(CuSO
4 - 51120)y 6,0 g de

tartrato sódico-potásicotetrahidratado(NaKC4H4O6 - 4H20) en 500 ml de aguadestilada.A
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continuaciónse añadieron,con agitaciónconstante,300 ml de NaOH al 10% (p/v) y se

completóhasta11 con aguadestilada.Estereactivo sedebeguardaren botellas de plástico;

el almacenajepuedéser indefinido, pero debedesecharsesi aparecendepósitos.La adición

de yoduro potásico(1K) al 1% (p/v) aumentala estabilidaddel reactivoy no tiene efecto

apreciablesobrela calidaddel mismo.

Patrón de proteína

Se prepararon diluciones de distinta concentración (2 diluciones para cada

concentración)de albúminade suerobovino (BSA) diluida en agua.

Procedimientoexperimental

Las medidasde la intensidaddecolardelcompuestoformadoserealizaronempleando

un espectrofotómetro13V-visible ShimacjzuUV-2 100 a una X545 nm, correspondientea la

longitud de ondade máximaabsorcióndel compuestocoloreado.

Primeroserealizóuna rectade calibradocolocandoen cadatubo de ensayo1 ml de

cadadilución de albúminade suerobovino y 4 ml del reactivode biuret (volumentotal = 5

inI). Se agité cadatubo y se dejó incubando,para que se desarrollarala reacción, a

temperaturaambientedurante30 mm o a 37 oc durante20 min. El color observadoal

término de esteperiodo de incubación,esestableduranteal menos 1 h. Deberealízarseun

ensayoen blancocolocandoen un tubo 1 ml de aguay 4 ml del reactivode biuret a fin de

evitar erroressistemáticos.

Los parámetrosdel ajustede la rectade calibrada,realizadocon elprogramaSIMFIT,

considerandoun 5 % de errar relativo constanteparacadapunto, aparecena continuación

(ecuación23):

Absorbencia= (0,238±0,004)[proteinas(mg/mí)] + (0049-1-0001) [23]

N=20 R=0,997

~ tfl
3 (a~O.O5) 1,73

FSNDCKC 2923 F11~<«.~005~3,0

dado que~5NDcxp es mayor que FsND~b»~a, la ecuaciónes efectivamentesignificativa

con, al menos,un 95 % de certeza.
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Figura24: Rectade calibradodel métododel biuretcon seroalbúminabovina, considerando
un 95 % de certeza.

En la Figura 24 aparecen,ademásde la recta de calibrado(—), el intervalo de

confianza( ) y el intervalo de predicción(———4
El intervalo de confianzadescribelos limites entrelos queestaráncomprendidoslos

valoresde la rectade regresióncon un 95 % de probabilidad.

El intervalo de predicciónindica los limites entrelos que estaráncomprendidoslos

valoresde los ensayospuntualesque serealicen,en las mismascondicionesexperimentales,

con un 95 % de probabilidady seránlos valoresextremosque se utilicen como límites de

confianzaal utilizar dicharectacomo curva de calibración.

Muestraproblema

La determinacióndel contenidoprotéico de la lipasacruda de Rhaniehe¡serealizó,

paracadauno de los lotes suministradospor Novo-Nordisk,por triplicado, tomando 1 ml de

unadilución en agua1/5 (y/y) de dichapreparaciónenzimáticay añadiéndole4 ml de reactivo

de biuret y posteriormedida de la absorbanciaa 545 nm. Para cuantificar la cantidadde
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proteínaseempleó la rectade calibradoantesindicada(ecuación23). La concentraciónde

proteínasde los lotesde lipasacrudade Rh.m¡ehersuministradososciló entre66,5 mg/ml y

62,6 mg/ml. A efedtósprácticosse consideraráel siguiente valor estándar:(64±2)mg/mi,

medido con un 95 % de certeza.

IIJiI.3.1.b.- Método de Bradford

Este método, como se ha indicado anteriormente,se utilizó para determinarla

concentraciónde proteínasde la lipasade Rhanieheisemipurificadapor precipitación con

sulfato amónico((NH4)2504).

El método de Bradford sebasaen la adsorciónde la proteínaal azul brillante de

CoomassieG-250,lo queprovocaun cambioen el espectrode absorciónvisible del colorante,

desplazandoel pico de absorbanciamáximadesde465 nm hasta595 nm
260

Reactivode Coomasne

Se disolvieron 100 mg de azul brillante de CoomassieG-250 en 50 ml de etanol al

95%, seañadieron100 ml de ácidoorto-fosfórico al 85 % &/v) y secompletóhasta11 con

agua.El reactivosemantuvo 24 h en oscuridad,guardadoen un frascotopacio.Transcurrido

esetiempo sefiltró.

Patrón de proteína

Sepreparóunadilución de 1 mg/ml de albúminade suerobovino (BSA) en agua.

Procedimientoexperimental

Se colocóen cadatubo de ensayounacantidadconocidade ladisolución dealbúmina

de suerobovina; se campletócon aguahastaun volumen de 0,1 ml y seañadieron5 md de

reactivo de Coomassie.Se agitó bién e inmediatamentese midió la absorbanciaen el

espctrofotómetro13V-vis a X=595 nm. La medidadebehacerseinmediatamenteporquela

adsorciónde la proteínaal reactivo de Commassieseproducecasi instantaneamentey es

máximay estableentrelos primeros5 y 20 primerosminutos.Cadapunto experimentalse

midió por triplicado.

Los parámetrosdel ajustede la rectade calibrado,realizadocon el programaSIMFIT,
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considerandola desviaciónestándarparacadagrupodetresmedidas,aparecena continuación:

Los parámetrosy la ecuaciónde la recta de calibrado obtenida,considerandouna

regresióñlineal con pesosestadísticosporporcionalesa la desviaciónestándarde cadagrupo

de tres medidas,es la siguiente:

Absorbancia= (O0092±O.0003)[proteinas(gg)] + (043+001)

N= 21 R= 0,991

t,~= 31,87

FSNDexp 1016

t =1

1.19 (a~O,O5)

F119 (a=005)= 2,99

[24]

dado que ~SNOexpes mayor que FsND~bUMB, la ecuaciónesefectivamentesignificativa con, al

menos,un 95 % de certeza.

En la Figura 25 se representan,ademásde la recta de regresión, el intervalo de

confianzay el intervalo de predicción (ver IJLJ.i.a.).

-
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Figura 25: Recta de calibrado del método de Bradford con seroalbúmina bovina.
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Muestraproblema

Estemétodo solo se utilizó parala determinacióndel contenidoprotéicodel lote de

la lipasa cruda dé Elimiehel que posteriormentefue sometido a un tratamiento de

semipurificaciónpor precipitacióncon sulfato amónico,para comprobarla variación del

contenidoproteico trasel proceso.En cadacasosetomaron5 ml del reactivode Coomassie

y 0,1 ml de la dilución enzimaticapor analizar;dichadisolución enzimáticafue 1/10 (y/y)

en aguaparala lipasacruday 1/6 (y/y) parala lipasasemipurificada.Todos los ensayosse

hicieron por triplicado y se midió la absorbanciaa 595 nm. Paracuantificar la cantidadde

proteinasseempleóla rectade calibradoindicadaanteriormente(ecuación24).

Deestaforma,la concentracióndeproteínasobtenida,porestemétodo,parala lipasa

crudade Rh.tnieheisuministradapor Novo-Nordiskosciló entre8,4 mg/ml y 7,7 mg/ml. El

valorpromedioque seconsidertófue: (8,1±0,3)mg/ini, consideradocon un 95 % de certeza.

111.3.2.-DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESTERASICA

La actividadesterásícade la lipasacrudade Rh.miehei se determinóen función de

la cantidad de p-nitrofenol liberadadurante la reacción de hidrólisis, en medio alcalino

(pH=7,8), del acetatode p-nitrofenilo. El aumentode absorbanciaproducido a 400 nm se

correlacionacon la cantidadde p—nitrofenal liberado.&Ka del p-nitrofenol = 7,04)
o

lipasa de Rh,niehei

~ ~ 73 — CH3—COOH +

acetatode p~oifrofmilo ácido acélico p-oifrofaol

Esquema21: Reacciónde hidrólisis del acetatodep-nitrofemlo.

Reactivos

* sustrato:disolución de acetatode p-nitrofenilo (pNPA) en acetanitrilo(0,75 mM)

* tampónde trabajo: Tris-MCI (0,IM) pH’=7,8

Esuectrosde absorción

Paraestablecerla longitud de ondade estudiode la reacciónde hidrólisis del acetato

de p-nitrofenilo se obtuvieronlos espectrosde absorción13V-vis del sustrato(acetatodep-

nítrofenilo) y del producto (p-nitrofenol),paracomprobarla longitud de ondade trabajoen
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la cual la absorbanciadel p-nitrofenol debesermáxima,mientrasque la absorbanciadel

acetatode p-nitrofenol debesernula.

Se preparóuna disolución (0,IM) de acetato de p-nitrofenilo en acetonitrilo. A

continuación,en la cubetadel espectrofotómetrose colocaron0,1 ml de dicha disolución y

2,4 ml del tampón de trabajo(Tris-UCI (0,1M)pH=7,8),paraque las condicionesen las que

serealizó el espectrofueransimilaresa las condicionesde reacción.El mismoprocedimiento

sesiguió con el p-nitrofenol.

Comparandolos espectrosdela Figura26 setomóla longitud deondade400nm para

dicho estudio.

200

1 50

1 00

0.50

0.00
200

Figura 26: Espectrosde absorción UV-vis del acetatode p-nitrofenilo y del p-nitrofenol

Reacciónde hidrólisis del acetato de p-nitrofenilo

.

En la cubetade muestrasecolocaron2,4 ml de tampónTris-HCl (0,1 M) pH= 7,8 y

un volumen determinadode lipasacrudade Rhaniehei,colocandoaguacomo referenciaen

la otra cubeta.La reacciónsedisparó al añadirun volumendeterminadode una disolución

de acetatode p-nitrofenilo en acetonitrilo (2,5 mM). La reacciónsellevó a cabo a 37 “C,

Absortando (0.0)
2.50

300 400 500
longitud de onda
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Caracterizaciónde la lipasa de Rh.miehei

cuantificandoel incrementode absorción,debidoa la liberacióndep-nitrofenol,a ?y 400 nm

durante 100 s. La velocidad micial se calculó ajustando el primer tramo de la curva

absorbancia-tiempoa una recta y midiendo su pendiente, la cual se expresó como

AAbsmjmin. Paracorrelacionarestamedidacon los molesde sustratohidrolizado serealizó

una rectade calibrado (ecuación25) en la que serepresentóla absorbanciafinal de cada

ensayofrentea laconcentraciónde sustratoenla cubetade reacción(Figura27). Paraobtener

el valor de absorbanciafinal sedejó transcurrirla reacciónhastaalcanzarla saturación.

Absad*e»Is <DO>
2.00

1.80

1.40k

1.20 f-

80

.60

.41)

.20

0.00
0.00

Figura 27.: Recta de calibrado del p-riitrofenol

Los parámetrosy la ecuación de la recta de calibrado obtenida,considerandouna

regresiónlineal con pesosestadísticosproporcionalesa la desviaciónestándarde cadagrupo

de tres medidas,es la siguiente:

Absorbancia= (18,6±0,2)[NPA (mM)] - (0 115+0009) [251

N=24 R=0,996

t =518exp

FSND.XP= 2686 (~0.05) 2,96

02 04 .06 .08 .10 .12

fp-nIbvÑftt 1 <aSO)
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dado que FSNDCXP esmayor que FSND,abolada, la ecuación es efectivamentesignificativa con, al

menos,un 95 % de certeza.

El valor de la pendientede estarecta, segúnla ley de Lambert-Beer,equivaleal

coeficientede extinciónmolar (c) del p-nitrofenol en estascondiciones.

s= (18,6±0,2) mM’ cm’

Deestaforma,al cuantificarel coeficientede extinciónmolar(e) delproductode lahidrólisis

enzimáticadel pNPA, se pueden convertir los datos de AAbs ¡ min, calculadospor el

espectrofotómetroUy-visible, en medidasde Ajc] 1 ¿Nt. Esteincremento,cuantificadodurante

los primeros 100 s, permite calcular la velocidad inicial de hidrólisis, parámetroque se

emplearácomo medidade la actividadesterásicade las preparacionesenzimáticasanalizadas.

[11.3.3.-DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LIPASICA

La actividadlipásícasedeterminóempleandotres métodos,dos de ellos basadosen

la hidrólisis de aceitede oliva y uno basadoen la hidrólisis de tributirina.

Para el método de la tributirina y para uno de los métodoscon aceitede oliva los

ensayossellevaron a caboen un sistemapotenciométricode valoracióna pH constante([pH-

stato) de la casaCrison formadopor:

- unidadcentral: Mícrott 2022

- unidadde valoración:Microbur 3031

- unidadde agitación;Microstirrrer 2038

- electrodocombinadode pH

- módulo registrador:impresoraEpsonLX-800

- baño de termostatizacióndel reactor.
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Ill.3.3.a.- Hidrólisis del aceite de olivia

.

Parala hidrólisis del aceitede diva (emulsión al 50% (y/y) de la casaSigma) se

emplearondos métodos,ambos basadosen la valoración volumétrica del ácido liberado

durantela reacciónde hidrólisis catalizadapor la lipasade Rh.miehei,usandocomo agente

valoranteuna disolución de NaOH lm.M. En el método A el ácido liberado se neutralizó

duranteel transcursode la reacciánempleandoun pH-stato.En el métodoB la valoraciónse

hizo a punto final”.

m.3.3.a.1.-Método A

Reactivos

* sustratoSigma: emulsiónde aceitede oliva al 50 % (y/y) con 0,1 % de azidasódica

como conservante, de la casa Sigma. Este sustrato se diluyó

previamenteal 20 % en tampón de trabajo.

* tampónde trabajo: tampónfosfato (2inM) pH7,2

* disolución valorante: NaOH(lmM) defactor= (0,988±0,002),valoradapreviamente

con ftalato ácido de potasio.

Procedimientoexperimental

:

En la cubetade reaccióndel pH-statoseañadieron4 ml de tampón fosfato (2 mM)

pH=7,2 y un volumendeterminadode lipasacrudade Rh.miehe¡.La mezclasedejó agitando

durante5 mm paraquelahomogeneizaciónalcanzasela temperaturadeseada.Posteriormente,

seajustó el pH del medio a 7,0, adicionandounasgotas de una disolución de NaOH, y se

añadióun volumendeterminadodeunadisolución 36 mM de sustratoSigmaen tampón.Las

velocidadesinicialessemidieronutilizandoun métodode valoracióna pH fijo, con agitación

constantey a 37 0C, valorandoel ácido liberado con una disolución de NaOH (1 mM) f”’

(0 988+0002).

El dato de velocidad enzimáticainicial se obtuvo ajustandoel tramo inicial de la

curva,obtenidaal representarlos mililitros de la disoluciónde NaOHadicionadosporminuto,

a unarectay calculandosupendiente,la cualseexpresóen mimoles de acidohidrolizadopor

minuto.
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m.3.3.a.2.- Método B.

Estemétodo ha sido descritopor la casaSigmaparala detemnnaciónde lipasasen

suero(Sigma,protocolo n0 800), basadoen el método de Tietzy Fiereck61y consisteen la

valoraciónvolumétrica, al final de la reacción,del ácido total liberadodurantela reacciónde

hidrólisis.

Reactivos

* suseratoSigma: emulsiónde aceitede ojiva al 50 % (y/y), con 0,1 % de azida

sódicacomo conservante.

* tampón de trabajo: Tris-UCí (0,2 M) pH=8,0

* etanol al 95 %

* indicador: timo[ftaleina al 0,9 % (p/v) en etanol

* disoluciónvalorante:NaOH(0,05 M) defactor (1,084±0,003)valoradacon ftalato

ácido de potasio.

Procedimientoexperimental

Se elaboró una recta de calibradode la cantidadde ácido hidrolizado frente a los

miligramos de proteina,haciendoensayospor triplicado paradistintas cantidadesde lipasa

nativa de Rh.miehei.

Paracadacantidadde lipasaseprepararontrestubos de ensayocon 1,2 ml de agua,

0,5 ml de sustratoSigma, 1,5 ml de tampón de trabajoy una cantidadvariablede lipasade

Rh.miehei.Los tubos se agitaron y se dejaronincubandodurante3 h a 37 0C para que la

reacciónde hidrólisis se desarrollara.Paralelamente,se realizaronensayosen blanco,por

triplicadoparacadacantidadde lipasa,conaguaen lugarde Lipozyme® IQOCOL y se dejaron

incubandoen las mismascondiciones.

Al cabo de las tres horassevertió el contenidode cadatubo en su correspondiente

erlenmeyer,en el que previamentese había adicionado 1,5 ml de etanol y 4 gotas de

timolftaleina. El ácido liberadosevaloró añadiéndoNaOH (0,OSM)hastaque la dilución viró

de incoloro a rosa. Se calculó la cantidadmedia de NaOH gastadaen los tres ensayos

realizadospara cada cantidadde lipasa y se le restó la cantidadmedia gastadaen los

correspondientesensayosen blanco; los ml de NaOR que resultan de esa diferencia se
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multiplicaron por un factor de conversión(280) de unidadeslipásicasconvencionalesen

unidadeslipásicasinternacionales25’

El ensayoserealizóparaun intervalo de concentraciónde proteínasentre0,7 y 53,3

mg, pero el tramorecto de la curva 131/1 mgproteinasolo llegó hasta40 mg proteína;por lo

tanto, esees el intervaloque seconsideróparala rectade calibrado.

Los parámetrosy la ecuaciónde la recta de calibrado obtenida,considerandouna

regresiónlineal con pesosestadísticosproporcionalesa la desviaciónestándarde cadagrupo

de tres medidas,esla siguiente:

actividadhidrolítica (131/1) = (16±2)(mg proteina)+ (1635±37) [26]

N~24 R~ 0,833

~ 7,06

FSNDe;p=49,9

dadoque FSNDCXP esmayor que FsND~bu~a,

menos,un 95 % de certeza.

En la Figura 28 se representaron,

confianzay el intervalo de predicción.

tI.fl(a...Oos> 1,18

F,ND 122 («=0.05) 1,39

la ecuaciónes efectivamentesignificativa con, al

ademásde la recta de regresión,el intervalo de

aEvtd.dltpáalo. (IJI~
40W

2002

1502

1002

Figura 28: Rectade

o
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calibradode actividadlipásicafrentea cantidaddeproteína,con 95 % decerteza.
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En las reaccionescon lipasa inmovilizada de Rh.miehei (LipozymÉ 1M20) el

procedimientoexperimental seguido fue muy similar al de la lipasanativa, con la única

diferenciade que seañadieron3m1 de agua,en los tubos dondesedesarrollóla reacción,para

aumentarel volumen y poder observar mejor el viraje de color durante la valoración

volumétrica.

ffi.3.3.b.- Hidrólisis de fributírina

Estemétodo,quees experimentalmentesemejanteal métodoA de hidrólisis de aceite

de oliva. sebasaen la determinaciónde la actividadlipásicaen función de la hidrólisis de

tributirina catalizadapor ambasenzimas Estees el métodorecomendadopor Novo-Nordisk

para la determinaciónde la actividadhpásica250

Reactivos

* suswa¡o: tributirina emulsificada. La emulsión se preparó diariamentey se mantuvo

con agitaciónconstante.En un matrazde 100 ml seañadieron5 ml de tributirina, 16,6

ml de emulsificantey secompletócon agua.A continuación,sesonicóen un bañode

aguadurante15 min.

* emulsificante: se preparacadames. En un vaso de precipitadosse añadieron8,95 g de

cloruro sódico (NaCí), 0,20 g de fosfatopotásicodiácido (KWPO
4), 200 ml de agua

y 270 ml de glicerina. Se agitó la mezclay se adicionaronpoco apoco 3 g de goma

arábiga;cuandotodo estuvobien disuelto sepasóa un matrazde 500 ml y seenrasó

con agua.

* solución valorante: NaOH (0,05M) f (0,975+0001),valoradapreviamentecon ftalato

ácido de potasio.

Procedimientoexperimental

Para un ensayoestándar,en la cubetadel pH-statose añadieron5 ml de tributirina

emulsificaday 5 ml de agua y unacantidaddeterminadade lipasa.Seajustóel pH del medio

a 7,0 y comenzóla valoraciónvolumétricacon NaOH (0,05 M) fr(0,975±0,001).

Paradeterminarla actividadlipásicase tomó el tramoinicial de la curvade valoración

y se calculó supendiente.La velocidadenzimáticainicial se cuantificó siguiendoel mismo
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procedimientoque en el método A de hidrólisis de aceitede oliva.

Til.3 4.- DESORCION POR ABRASION DE LA LIPASA INMOVILIZADA DE

Rhizomucormiehet

Seintentó separarla enzimainmovilizadacomercial(Lipozyme’>1M20) de susoporte,

sometiéndolaa la acciónde un medio fuertementeácido(HCI 0,IM), otro medio fuertemente

alcalino (NaOH0,lM) y un medioneutro(tampónTris-HCí (O,lM) pH=7,0),paralo cual,se

prepararon3 lotes de 300 mg de Lipozyme9M20y cadauno de ellos sesuspendióen 10 ml

del correspondientemedio. Las disolucionessemantuvieronen agitacióndurante96 h en un

bañotermostatizadoa 37 0C. Pasadoesetiempo, sefiltraron con unaplacafiltrante del n0 4

y sedeterminóla concentraciónde proteínas(por el métododel Biuret; ver 11L3.1.a.,))en los

liquidos de filtrado, para comprobarsi la enzimaseseparódel soporte,tras alguno de estos

tratamientos.

Posteriormente,se llevó a cabo un tratamientosimilar con ciclohexano,disolvente

orgánicoque seutilizaráposteriormenteen reaccionesde síntesisde ésteres.Semantuvieron

300 mg de Lipozymé> 1M20 en contactocon 10 ml de ciclohexanodurante72 h a 37 oc.

Pasadoestetiempo,seprocedióa la extraccióncon 3x5 ml de aguadestilada/desionizada,de

la posibleproteínaque sehubiera desorbidoy se llevó a cabo una cuantificaciónpor el

métododel biuret de la cantidadde proteínaen dichafaseacuosa.

111.3.5.-ELECTROFORESIS

Las electroforesisSDS-PAGE (dodecil sulfato sódico en gel de poliacrilamida) se

realizaronsiguiendoel sistemaLaemmli262.El gel separadorerade un gradiente10% y el gel

concentradorde un 5 %. Las muestrassesometierona condicionesreductorastratandolascon

~3-mercaptoetanol.
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Iil.4.- SEMIPURIIFICACION DE LA LIPASA DE ¡Ch. miehet

En la presenteTesisDoctoral se llevó a cabo la semipurificaciónde la lipasacruda

de Rhizomucormiehel,paralo cual seemplearondostipos de métodologías:

a).- basadosen la separaciónde proteinasen función de sutamañomolecular

(ultrafiltración y diálisis)

b).- basados en la separación protéica por diferencias de solubilidad

(precipitacióncon sulfato amónico)

111.4.1.- SEMIPURIFICACION DE ENZIMAS EN FIJNCION DE SU PESO

MOLECULAR

.

Debido al elevado pesomolecular de las proteínas, es posible la separaciónde

moléculasde pequeñotamaño que puedancontaminaríasempleandométodossencillos,los

cualestambiénpuedenserutilizadosparala resoluciónde mezclasdeproteinas.Los métodos

utilizadosen la presenteTesis Doctoral,basadosen esteprincipio han sido la ultrafiltración,

y la diálisis.

III.4.1.a.- Ultrafiltración

La ultrafiltración es un proceso de separaciónde proteínasde pequeñotamañopor

filtración a travésde unamembranasemipermeablecon un determinadotamañode poro, con

ayudade la fuerzacentrífugay unacorrientede nitrógeno,quepuedeseraplicadaen sentido

paraleloal flujo o de forma tangencial264.

El aparatode ultrafiltración empleadofue un modelo UHP-43 de Micron Analitical,

conectadoa una corriente de nitrógeno y con agitación constante. Las membranasde

ultraflítración fueron membranasDiaflo modelo YM1O de Amicon, que dejan pasara su

travéspaniculasde pesomolecularinferior a 10 kD. La ultrafiltración se llevó a cabo en

cámarafria a 40C,
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Procedimientoexperimental

Se ultrafiltraron 25 ml de lipasa cruda de Rh.miehei (Lipozyme® iQOQOL). En el

momento en que el Volumen del residuo quedó por debajo de la hélice del aparato de

ultrafiltraciónsedió por finalizadoel proceso.Los líquidosultrafiltradosserecogieronen una

probeta,semidió suvolumen y sedeterminóla concentracióndeproteínasporel métododel

biuret (ver 11I.3.1.a.).

Posteriormente,serestituyóel volumende los líquidosde filtrado añadiendoal residuo

la misma cantidadde aguay sevolvió aultrafiltrar. Esteprocesoserepitió catorceveces;la

membranasecambió tras la octavaultrafiltración.

m.4.1.b.- Diálisis

La diálisis es otro método de separaciónde proteínasen función de su tamaño

molecular.En estecasose utiliza una membranasemipermeablede celofán con un tamano

de poro determinado,que retienelas sustanciasde mayorpesomoleculardejandopasarhacia

el medio acuoso,en el que estásumergidola membrana,las partículasmenores264.

Las membranasde diálisis empleadossonde tamaño2 (30 mx 14,3 mm) de Medicelí

International Ltd. (Londres, Reino Unido). Estas membranasdejan pasar a su traves

moléculasde pesomolecularinferior a 12000-14000daltons.El pesomolecularde la lipasa

crudade R/tmieheiesde aproximadamente30 U) 250

Procedimientoexperimental

Debido al caracterfuertementeácido de la lipasade Rh.miehei las membranas de

diálisis se rompían con facilidad. Por estarazón, para dializar 15 ml de lipasa cruda se

utilizaron 3 membranasdiferentes,con 5 ml de lipasacadauna. A continuación,secolocaron

en un bañocon 20 1 de aguadestilada/desionizadadurante48 h, renovándoel aguadel baño

cada24 iv

La lipasadializadasedividió en dos lotes. Con uno de ellos, sehicieron ensayosde

actividadesterásica(ver 111.3.2.)y lipásica(siguiendoel métodoA de hidrólisis de aceitede

oliva;verIIL3.3.a.)y sedeterminóla concentraciónde proteínaspor el métododel biuret(ver
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El otro lote se centrifugó a 5000 r.p.m. durante30 mm a 4 0C. El sobrenadante

(denominadoDC), serecogió y se determinaronsus actividadeslipásica y esterásica;asi

corno, suconcentraciónde proteínaspor el métododel biuret. El residuo sediluyó en agua,

pararestituir el volumen inicial, y sevolvió a centrifugarsegúnlas condicionesantenores.

Se recogió el nuevo sobrenadante(denominadoD2C) y se llevaron acabo los ensayos

anteriores;el residuó sediluyó en aguay secentrifugó denuevo. A continuación,se hicieron

los correspondientesensayostanto con e] sobrenadante,denominadoD3C; como con el

residuo diluido en agua.

En el Esquema22 serepresentael procesoexperimentalseguido.

LIPASA ¡le Rl..miehelDL4L1Z41X4

.1.
centrifugación ¡

Biuret
ensayosde actividad

DC [ipásicaesterásica

centrifugación 2

sobr~adante

Biuret
ensayosde actividad

lipásica
DZC esterásica

sc,breuadante

re~duo

4,
centrifugación 3

it
Síuret
ensayosdeactividad

D3C lipásica_____ esterásíca

4,
Biuret
ensayosde actividad

lipásica
R esterásica

Esquema22.: Esquemadel métodode semipurificaciónpor diálisis y centrifugación..

sobrenadante resduo

re~duo
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m.4.2.- SEPARACION DE PROTEINAS POR DIFERENCIA DE

SOLUBILIDAD

Las proteínasen disolución puedensufrir profundasvariacionesde susolubilidaden

función del pH, la fuerzaiónica, las propiedadesdieléctricasdel disolventey la temperatura.

Estacaracterísticaha sido aprovechadaparasepararmezclasde proteínas,ya que cadauna

poseeuna composiciónen aminoácidoscaracteristica,la cual determinasu comportamiento

como electrolito.

En la presenteTesisDoctoral seutilizó un métodoprecipitaciónde proteínaspor

alteraciónde la fuerzajónica del medio, basadoen la adición de salesneutras.

Esteesprobablementeel métodomásempleadoparallevar acaboel fraccionamiento

de proteínasporprecipitaciónya quepresentaunaseriede ventajas265:

a).- esun método sencillo

b).-.el precipitadoprotéicoobtenidono sueledesnaturalizarsey su actividad

serecuperatras redisolverlo.

c).- la adición de salesneutrasestabiliza la proteínafrente a procesosde

desnaturalización,proteolisiso contaminaciónmicrobiana.

La mayoríade los gruposhidrófobosde las cadenaslateralesde los aminoácidosde

las proteínasse colocan haciael interior de la molécula. No obstante,algunosde ellos se

disponenenla superficieformandounaseriede agrupacioneshidrófobas,queno interaccionan

con las moléculasde agua,ni con los gruposiónicos del medio. El gradode solubilidad de

unadeterminadaproteínaestáen funcióndela distribuciónde dichasagrupacioneshidrófobas

superficialesy de su relacióncon las zonashidrófilas de la proteína (Figura 29).
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Figura 29: Representaciónesquemáticade las áreascargadasde la superficiede una
proteínainteraccionandocon los iones del medio. Las áreashidrófobassuperficiales
de la proteínainteraccionancon moléculasde agua, las cualesforman una matriz
ordenadaalrededorde esasáreas.

Al añadirsalesal sistema,los iones salinossonsolvatadospor moléculasde agua.Si

la concentraciónde salesesmuy elevada,las moléculasde aguaque rodeana la proteinase

desplazanparasolvatarel excesode iones del medio, dejandoexpuestoslos agrupamientos

hidrófobosde la superficieprotéica. De estaforma, se producela interacción entre los

agrupamientoshidrófobos de distintas moléculasde proteínaformandoel correspondiente

precipitado Por tanto, las proteínas que presentanmayor cantidad de agrupamientos

hidrófobossuperficialesseagregaranmásfacilmente.Los agregadosformadossonunamezcla

de diferentes proteínas,por lo que la concentración de sal necesanapara lograr la

precipitacióndependeráde cadacaso concreto.Además,dado que cadaproteínatiene una

composiciónde aminoácidoscaracterística,su comportamientofrentea la adición de sales

tambiénserádiferente.Por estarazón sedebenprepararunasenede disolucionessaturadas
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con distinta cantidadde la correspondientesal, y así poder establecerla cantidad de sal

necesariaparala proteínaobjeto de estudio.

I11.4.2.a.- Factoresa considerar

111L4.2.a.1.- Naturaleza de la sal utilizada.

Paradeterminarel tipo de sal adecuadapara la semipurificaciónde proteínaspor

precipitaciónhay que analizaruna seriede factores:

* naturalezadel anión

La efectividadde la sal empleadavienedeterminadaprincipalmentepor la naturaleza

del anión. Los anionesmultivalentesson los más efectivospor esteorden:

fosfato > sulfato > acetato> cloruro

No obstante,dadoque apHneutroel ión fosfatoseencuentracomomezclade HPO4

~‘ WPO¿desdeel punto de vistapráctico el más adecuadoes el anión sulfato.

* naturalezadel catión

Aunque tienenmenosmfluencíaen estemétodo,tambiénesun factor a considerar.

Los cationesmás adecuadosson los monovalentespor esteorden:

amonio > potasio > sodio

* gzrado de solubilidad de la sal

Estefactor es importante,ya que sesuelenemplearelevadasconcentracionessalinas

hasta lograr la precipitación de la proteína. Por esta razón las sales de potasio no son

adecuadasdebido a su escasasolubilidaden agua

* densidadde la solución salina

Es necesarioconsiderarla densidadde la soluciónsalinaen relacióncon la densidad

del agregadoprotéico,ya que la diferenciaentreambasdensidadesdeterminarála facilidad

de la separaciónpor centrifugacióndel agregadoprotéico de la masalíquida.

* purezaquímicade la sal

La sal utilizada debepresentarpocasimpurezasy debesereconomica.
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Teniendo en cuenta todos estos factores se eligió el sulfato amónico como sal

precipitante,puestoque:

* presentaun buen grado de solubilidad (una solución saturadaen aguaes

aproximadamente4M)

* la pureza y el preciodel sulfato amónicocomercialsonbastanteaceptables.

El único inconvenienteinherentea estemétodo es que la proteínasemipurificada

contendrácierta cantidadde sulfato amónico,por lo que no se deben utilizar métodosde

cuantificación de proteínas, en los que pueda interferir el sulfato amónico. El método

recomendadoesel métodode Bradford265.

III.4.2.a.2.- Cantidadde sal añadida al medio

Como seha indicado,anteriormente,cadaproteínarequiereuna determinadacantidad

de sal paraprecipitar. Por esta razón, esnecesarioprepararun gradientede disoluciones

enzimáticascon distinto grado de saturaciónde la sal. A continuación,es necesarioanalizar

con que grado de saturaciónsalinaprecipitanlas proteínasde la disolución enzimática;así

como determinarla concentraciónprotéicay la actividad enzimáticade cada uno de los

precipitadosobtenidos.De esta forma, se determinala cantidadde la correpondientesal

necesariaparaobtenerlaproteínaactivay en mayorconcentración.La cantidadde sal añadida

seexpresaen porcentajede saturación,asumiendoque el extractoprotéicodisuelvela misma

cantidadde sulfato amónico que el aguapura. Así, para calcular los gramos de sulfato

amónicoque debenañadirsea un litro de aguaa 20 0C para obteneruna concentración

determinada,seempleala siguienteecuación

533 (S2 - S~)
[27]

100-0,3 ~2

donde S~== concentracióninicial y S
2 = concentraciónfinal.
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1111.4.2.a.3.-Temperatura del medio.

La temperaturaa la cual se lleva a cabola precipitaciónesmuy importante,ya que

al aumentar la temperatura,disminuye la solubilidad de las proteinas,por lo que la

temperaturautilizadahabitualmentees de 40C.

ffi.4.2.c.- Procedimientoexperimental

Como se indicó anetriorniente,dado que cadaproteínatiene una composiciónde

aminoácidoscaracteristica,su comportamientofrente a la adición de sales también será

diferente. Por estarazón se prepararonuna serie de disolucionescon distinto grado de

saturaciónde sulfato amónico,para así poder establecerla cantidadde sal adecuadapara

precipitarla lipasa de Rltrniehei.

Previamentesepulverizó el (NH
4)2504 con ayudade un mortero y sepreparóuna

disolución 1/10 de lipasade Rh.mieheien.tampónTris-HCI (50mM) pH7,5.A continuación,

setomaron7 muestrasde 25 ini cadaunay seles adicionópoco a pocouna cantidadvariable

de (NH4)2S04,paraobtenerun gradientede disolucionessaturadas.En la Tabla 12 aparece

la cantidadde (NH4>2S04añadidoen cadacasoy el grado desaturaciónalcanzado
265.

Tabla 12: Cantidadde sulfato amónico
distintosgradosde saturaciónsalina.

añadido a la disolución enzirnáticapara obtener

% saturacuon (NRJ
2S04(g)

20 2,67

30 4,15

40 5,72

50 7,37

60 9,15

70 11,05

80 13,07

Cadadisolución seagitó durante

r.p.m. a 4
0C durante40 min.

En lasdisolucionesal 20, 30 y 40

lh a 4 0C. Posteriormente,secentrifugarona 5000

% de saturaciónno aparecióningúnprecipitado;por
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tanto, con ellasno se continuóel proceso.

El sobrenadantede las disolucionesal 50, 60, 70 y 80 % de saturación,en las que si

hubo précipitación,seretiró y el residuo se diluyó en 10 ml de tampón Tris-ECl (50 mM)

pH~=8,0. A continuación,cadaresiduo diluido sedividió en dos lotes (A y B).

Con los lotes(A) sehicieron ensayosde actividadesterásica(ver fIL 3.2.) y lipásica

(siguiendo el método A de hidrólisis de aceite de oliva; ver 1II.3.3.a.). Asimismo, se

determinósu concentracióndeproteinasporel métododeBradford(ver11L3.1.b.)ya quecon

el método del biuret podian existir interferenciasentre los gruposamonio de la proteínay

tos del (NH4)2S04al reaccionaréstoscon las salesde cobredel reactivode biuret
265.

Los lotes B sedializaron con una membranade diálisis de 30 m x 14,3 mm y se

liofilizaron. Posteriormente,serealizarontambiénensayosde actividad lipásicay esterásica

y sedeterminósu concentraciónde proteínaspor el método de Bradford.
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m.5.- JINMOVILIZACION DE LA LIPASA DE Rhizomucormiehel

.

En la presenteTesis Doctoral se llevó a cabo la inmovilización de la lipasa de

Rhizomucormiehei por unión covalentecon sílice, previamenteactivadavía 2,4,6-tricloro-

1,3,5-triazina(TCT) (ver 1L4.6.).

Como ya se mdicó en la Introducción, los procesosde inmovilización por enlace

covalentesedesarrollanen dosetapas,ya que el procesode activación del soporteselleva

a caboen condicionesdrásticas,quepuedenalterarla estabilidadde la enzima.Las dos fases

del procesoson:

a) activación de la sílice vía 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina(TCT)

b) inmovilización de la enzimasobresílice activada

La sílice utilizada

caracteristicastexturales:

fue Kieselgel 40 de Merck, que presenta las siguientes

diámetro de partícula: 0,063-0,2mm

superficieespecifica 239 m2/g

diámetromedio deporo: 9,5 A

volumen de poro acumulado:0,57 cm3/g

m.s.i.- ACTIVACION DEL SOPORTE

La activacióndel soporte,síliceen estecaso,serealizópor reaccióncon 2,4,6-tricloro-

1,3,5-triazina(TCT) (Esquema23). La optimizaciónde esta metodologíafue llevadaa cabo

por miembrosde nuestrogrupode trabajo266

+

cl

N
Activación
de a sílice

cl

2,4,b-tricloro..l,3.5-triazina

b-
O

5
%N INMovIUzAcIoN

Enz-NH
2

SJH

Esquema23: Activación de la sílice con 2,4,6-tricloro-1,3,5-tiiazina(TCT)

En un matrazseañadieron25 g de Sílice, 250 ml de tolueno seco,7,5 g de 2,4,6-

tricloro-l,3,5-triazinay 15 ml de N,N,N-trietilamma La mezclasemantuvo areflujo a 60
0C

2 $....OH

Silice
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durante4h. A continuación,seprocedióal lavadodel soporte,paralo cual la sílice activada

se filtró avacio con un embudoEuchnery se lavó con250 inI de tolueno secoy con acetona

previamentepurahastaque la sílice sedecoloró.

IiLLS.l.a.- Medida del 2rado de activación

El grado de activaciónde la sílice se midió en función del tanto por ciento de TCT

unida,paralo cualsehizo unadeterminaciónde clorurostanto del soporteactivadocomoen

los líquidosde lavadosiguiendoel método de Mobi967

Parala valoraciónde los cloruros delos liquidasdefiltrado setomaron5 ml de dichos

líquidos, se añadieron 10 ml de NaOH (0,1 M> y la mezcla se agitó durante5 min. A

continuación,sesepararonambasfasesen unaampollade decantacióny se repitió el proceso

dos vecesmás.Posteriormente,seunieron las tres fasesacuosas,de las cualessetomó 1 ¡nl,

que se mezcló con tampón fosfatolNaOH (0.1 M) pH= 7,0 y con 0.05 g de K
2CrO4,

valorandosela mezcla con una disolución de AgNO3 (0,IM), hasta la formación de un

precipitadorojo de Ag2Cr2O4.

Para la valoración de los átomos de cloro remanentesen el soporteactivado se

tomaron0,1 g de éstey setuvieronen agitación,durante2 h a temperaturaambiente,con 10

ml de NaOH (0,1 M). A continuación,setomó 1 ml de la disolucióny sevaloraronlos inoes

cloruro de formaanálogaal casoanterior.En los doscasossehicieron ensayosen blancopara

determinarla posible existenciade clorurosen el disolventeorganico,solucion de NaOH,

tampon, etc.

111.5.2.-LNMOVTILIZACION DE LA LIFASA DE Rhizomucoriniehel

En la presente Tesis Doctoral se inmovilizaron la lipasa de Rh.miehei cruda

(Lipozyme
t IOOOOL) y semipurificadaporprecipitacióncon un 50% de saturciónde sulfato

amónico,ya que éstefue el procesode semipurificacióncon el que se obtuvieronmejores

resultados.El procedimientoseguidocon ambasenzimasfue el mismo.

Procedimientoexperimental

Se preparó una disolución (5,16 mg proteína/mi) de lipasa cruda de Rltmiehei en

tampón Tris-HCl (0,lM) pH= 8,0. En el caso de la lipasa seniipurificadael precipitado
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obtenidosedisolvió en el mismo tampon.

11 g desílice activaday 100 ml de la disolución de lipasaseagitaron,durante49 h

a 4 oc,. A continuación,sefiltró a vacíocon un embudobuchnery el residuoselavó con

tampónTris-HCI (0,IM) pH 8,0 hastaque los líquidos de lavadodieronnegativo el ensayo

del Biuret, es decir, hastaque no hubo proteínasen los líquidos de lavado.

11I.5.l.a.- Determinación de la carra protéica del derivado

La cargaprotéicadel derivado inmovilizado se determinópor diferenciaentre el

contenidoprotéicode la disolución enzimáticainicial y los liquidos de lavado.El método de

determinaciónprotéicautilizado fue el métododel biuret <ver 11L3.La.)

ll1.&2.b.- Determinaciónde la actividad retenida del derivado

Para calcular el porcentajede actividad retenida se hizo un ensayo estándarde

actividadlipásicacontributirina (verIII? 3.3.b.) a la disoluciónenzimáticainicial y al derivado

inmovilizado, La actividadlipásica,obtenidaen cadaensayo,seexpresópor miligramo de

proteínaconfinescomparativos.La concentraciónprotéicade la disoluciónenzimáticainicial

sedetenninóporel métododel Biuret y la concentraciónprotéicadel denvadoinmovilizado

sedeterminóen función de la cargaenzimáticacalculadaanteriormente.

11115.3.- ESTUDIOS DE ESTABILIDAD TERMICA DE LOS DERIVADOS

INMOVILIZADOS

.

Paraestudiarla estabilidadtérmicade los derivadosinmovilizados obtenidos,frente

a la enzima cruda y semipurificada de Rh.rnieheí, sealmacenarontanto los derivados como

las enzimasa 37 y 50 0C. A continuación, seanalizó la actividad lipásica de cadauno de ello,

tras un determinadotiempo dealmacenaje,haciendoensayosde hidrólisis de tributirina (ver

fIL 3.3.b.)

Procedimientoexperimental

El medio utilizado paraalmacenarlas enzimaspresentabala misma composiciónde

salesinorgánicasque el emulsificanteen el que sepreparóel sustratode la reacción de

hidrólisis de tributirina, es decir 1,8 g de NaCí y 0,041gde KH
2PO4 completandocon agua
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hastaiOOmi.

Las lipasas cruda y semipurificada de Rh.miehei se diluyeron en el medio de

almacenajey se mantuvierona 50 y 37 0C, analizandosu actividad lipásica cadacierto

tiempo.

Paraanalizarla estabilidadde los derivadosinmovilizados seprepararonpequeñas

muestras(2 por cadatiempo estudiado)con 50 mg de derivado y 0,2 ml del medio de

almacenaje.Estas muestrasse almacenarona 50 y 37 0C de temperaturaduranteun

determinadotiempo,tras el cual seanalizó su actividadlipásicaremanente.

m.5.3.a.-Ajuste estadísticode las curva de termoestabilidad obtenidas

.

La actividadlipásicaobtenidatrasun determinadotiempode almacenajea 37 y 5ú 0c
de cadaenzimaseexpresóen porcentajede actividadretenida.Los resultadosobtenidosse

representaronfrenteal tiempo de almacenaje(horas)y las curvas de desactivaciónobtenidas

seajustaronaun modelo exponencialdecrecientecon ayudadel programaEXFIT del paquete

integradoSIMFIT, versión4.0 254
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111.6.- SINTESIS OUIMICA DE ESTERES BUTILICOS DE

ÁCIDOS <LS) 2-ARILPROPIONICOS

.

Parala resoluciónenantioselectivade los antiinflamatoriosno esteroidicosderivados

del ácido (R,S) 2-arilpropiónico, se planteó una metodología basada en la hidrólisis

enantioselectivade los ésteresbutílicos de dichos ácidos. Parapoder llevar a cabo esta

hidrólisis se sintetizaron, por vía quimica, los correspondientesésteressiguiendo la

metodologíadescritaa continuación.

Los sustratosde partidafueron las mezclasracémicasde los ácidos:

(R,S) 2-(4-isobutilfenil)propiónico(Ibuprofeno)

(R,S) 2-fenjipropiónico

(R,S) 2-(3-benzoilfenil)propiónico(Ketoprofeno).

(5) 2-(6-metoxi-2-naftil>propiónico (Naproxeno)y (E.) 2-(6-metoxi-2-naftil)propiónico

Los espectros de resonanciamagnéticanuclear de protón (‘H-RMN) se reistraron

en un aparatoBruker,modelo 250. Como referenciainterna seutilizó tetrametilsilano (TMS).

Los datosde los desplazamientosquímicosseexpresaronen 8 (ppm). Parala interpretación

de primerordenseemplearonlas siguientesabreviaturas:sínglete(s), doblete(d), triplete(t),

cuadruplete(c) y multiplete(m).

Los análisis elementalescuantitativos fueron realizadosen el ServiciodeMicroanális

de la UniversidadComplutense.El analizadorutilizado esun modelo 2400-ClINde Perkin-

Elmer.

Los espectrosinfrarrojo (IR) seregistraronen un espectrofotómetroPerkin-Elmer

modelo 283, utilizandopelículade poliestirenoparala calibracióndel aparato.

111.6.1.-(RS) 2-(4-isobutilfenil)pronionatode butilo

.

(R,S) ésterbutilico del Ibuprofeno.

Sedisolvieron 10 g deácido(R,S)2-(4-isobutilfenil)propiónico(Ibuprofeno)en 40 ml

de 1-butanoly se añadieronunas gotas de ~SSO4para acidificar el medio. La mezclase

mantuvo a reflujo durante18 h. A continuación,se siguió un procedimientoanalítico de

extracciónparasepararel ácidoy el éster.Paraello, seañadieron20 ml de aguay 20 ml de
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acetatode etilo. La mezclaseagitó bieny sesepararondosfases(acuosay orgánica)en una

ampollade decantación;la faseacuosasevolvió extraerdos vecesmáscon acetatode etilo,

Posteriormente,sereunieronlas tres fasesacuosasy se les añadió20 ml de NaOH (0,5 M),

paraformar la sal sódicadel ácido y de estaformasepararladel ésterque quedóen la fase

orgánica;tras separarestasdosfases,la orgánicasetrató dos vecesmáscon la disolución de

NaOH (0,5M). Sejuntaronlas tresfasesorgánicasque contienenel ésterbutilico y sedesecó

con CaCI2 anhidro,el cual se retiróposteriormentepor filtración. Finalmente,seeliminó el

acetatode etilo por evaporacion.

Rendimiento:88 % en productoaislado.

‘H-KMN(CDCI3, 250 MHz): 8= 7,3-7,0(m,4H); 4,1 (t, 2H); 3,7 (c, IH); 2,45 (d, 2H);

1,4 (m, 1H); 1,5 (d, 3H); 1,3 (m, 4H); 0,9 (t, 37-1); 0,85 (t, 6H)

IR (film\u cm’): 3040, 2957, 1732, 1626, 1165,

Análisis elemental:

calculadoparaC,ItO,: C 77,82 % , ¡h 9,99 %

encontrado: C 77,00 % , H 9,70 %

111.6.2.-<R.SI éster2-feniluronionatode butilo

.

Separtió de 5 g del correspondienteácidodisuelto en 50 ml de butanol. A la mezcla

se le añadió,gota a gota, 5,09 ml de SO2CI (relaciónmolar 1:2) y sedejó a reflujo durante

unanoche.Posteriormenteseconcentróen rotavaporla soluciónhastala mitad desuvolumen

aproximadamentey sele adicionóCl3CH saturadode amoniaco(110mi). Finalmentesefiltré

el NTH4CI formado y seconcentréla solución de cloroformo. Parapurificar el productose

coluinnó en silica gel utilizando n-hexano/acetatode etilo (13/3) como eluyente.

Rendimiento:86 % en productoaislado

‘H-RMIN (CDCl3, 250 MHz): 8= 7,4-7,2(m, 5H); 4,15 (t,2H); 3,7 (c, IH); 1,5 (d, 3H);

1,3 (m, 4H); 0,9 (t, 3H)

IR (film)(u cml: 3070, 3040, 2970, 1740.

Análisis elemental:

calculadoparaC,,H1802: C 75,69 % , H’ 8,80 %

encontrado: C= 75,52 % , 11= 8,67 %
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111.6.3.-<RS) 2-<6-metoxi-2-naftil)nronionato de butilo

.

La metodologiade esterificaciónseguidafue igual queen el casodel2-fenilpropionato

debutilo. Sin embargó,lapurificaciónsellevó a cabomedianteun procesode recristalización

en hexanosecocaliente(a reflujo) dejandoqueseenfríe lentamenteatemperaturaambiente

duranteunanoche.

Rendimiento: 83 % en productoaislado

‘H-RMTN (CDCl3, 250 MHz): &~ 7,1-7,7 (m, 611); 4,1 (t, 211); 3,9 (s, 311); 3,8$ (m,

IR (film)(u cm
4): 3055, 2953, 1724. 1607

Análisis elemental:

calculadopara C,H~O,: C 79,96 % , H 8,20 %

encontrado: C 80,00 % H= 7,90 %

111.6.4.-<RS) 2-<3-benzoilfenil)nronionatode butilo

(R,S) ésterbutílico deKetoprofeno.

La metodologíaempleadafue la mismaqueen el casodel 2-fenilpropionatode butilo.

Lapurificacióntambiénserealizópor columnarellenade sílica gel utilizando diclórometano

como eluyente.

Rendimiento:87 % en productoaislado

‘H-RMN(CDCI
3, 250 MHz): 5= 7,4-7,9 (m, 911); 4,1 (t, 2H); 3,85 (c, 111); 1,6 (d,

311); 1,3 (m, 411); 0,9 (d, 311).

IR (film)(u cm’): 3061,2960, 1760, 1732, 1597.

Análisis elemental:

calculadopara C.H~O2: C= 81,60 % , 11= 7,53 %

encontrada: C= 81,40 Ve , 11’ 7,39 %
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111.7.- HIDROLISIS ENZIMATICÁ DE ESTERES

En estasreaccionesde hidrólisis de ésteresseemplearondosmetodologíasdebido a

la difícil reproducibilidaden la obtenciónde la emulsiónde los ésteresbutilicos de los ácidos

(R,S) 2-arilpropiónicosy a la necesidadde extraerel productode la reacción,ya que en las

técnicasanalíticasempleadasno sepuedenutilizar muestrasacuosas.

La diferenciaentrelos dosmétodossolo sebasaen el procedimientoexperimental,ya

que los sustratos,tampónde trabajo, lipasasy procesode extracciónfinal son semejantes.

En el Método A sedividió el volumen total de reactivosen diferentesalícuotasde 3

ml cadauna, que separarona distintostiemposde reacción.Por el contrario,en el Método

B setrabajó a mayor volumen(10 mí) a un tiempo fijo paratodas(143 h).

En el MétodoA. aunqueseobtienenvariosvaloresderendimientoparacadareacción,

los resultadossonpoco reproducibles,debidoal difícil manejodel crudo de reaccióndurante

la extraccióny a la dificultad de reproducirlas condicionesde la emulsión. En el Método B

solo seobtieneun valor de conversiónparacadareacción.Sin embargo,la manipulaciónde

la reacciónduranteel procesode extracciónfue mucho más sencillo y la reproducibilidad

alcanzadamuchomejor;por todo ello, éstefue el métodoelegidoparaestudiarlas reacciones

de hidrólisis de ésteresde ácidos(R,S) 2-arilpropiónicos.

111.7.1.-METODO A

Procedimientoexpenmental

Cadatipo de reacciónse realizó por triplicado,poniendoen cadatubo de ensayoel

éstercorrespondiente(0,125M)y 3 midetampónTris-HCí de diferentepH, segúnla reaccion.

El contenidode cadatubo sesonicóa 20 watiosen un cañónde ultrasonidosBransonmodelo

Sonifier 450 durante2 min hastaobtenerunaemulsiónhomogenea;seañadióla lipasacruda

(Lipozyme® 10000L)(0,4ml) o inmovilizada(Lipozyme~1M20) (300 mg) y secolocaronlos

tubos en un baño de aguatermostatizadoa 37 0C. Cadareacciónseparó a un determinado

tiempo de reacción;se extrajeronel éster remanentey el ácido hidrolizado siguiendo un

procedimientoanalíticode separación(verIII. 7.3); seanalizaronen un cromatógrafode gases

(ver fIL 8.3.a.) paradeterminarel rendimientode la reaccióny posteriormenteseanalizaron

en un HPLC con columnaquiral (ver fIL8.3.b.) para determinarel excesoenantioméricodel
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ácidohidrolizado.

m.7.2.- METODO B

Procedimientoexperimental

Cadareacciónse llevó a cabo solo una vezpero el volumende reacciónfue mayor

y todaslas reaccionessedetuvierona un tiempo fijo de 143 h. Se eligió esetiempofijo de

reacciónporqueel rendimientode la reacciónestándar(hidrólisis del ésterbutilico de (R,S)

Ibuprofeno(0,125M) en tampónTris-HCl (0,1 M) pH= 7,0) eraaproximadamentedel 50 %.

En un reactorde 25 ml seañadióel éstercorrespondienteen unaconcentración0,125

M y 10 ml de tampónTris-MCi (0,1 M) de diferentepH, segúnla reacción.A continuación,

sesonicóa 20 watios en un cañónde ultrasonidosBransonmodelo Sonifier 450 durante 2

mn; cuando la emulsión estuvo bien formada (aspectohomogéneo,blanquecinoy sin

coágulos),seadicionó la lipasacruda(0,4 mí) o inmovilizada(300 mg), segúnel caso.La

reacciónse dejó transcurrirdurante143 h en un bañotermostatizadoa 37 <‘C. El proceso

seguido a continuación(extracción, análisis del rendimiento de la reacción y exceso

enantioméricodel ácidohidrolizado) esel mismo que en el Método A.

111.7.3.- AISLAMIENTO DEL PRODUCTO DE REACCION

El medio de reacciónsefiltró con un filtro de pliegues,paraeliminar la lipasa(en el

caso de la lipasacrudaesteprocedimientofue bastantedificultoso, debido a la consistencia

viscosade la enzima).A continuación,seañadieronunasgotasde H2S04,paraacidificar el

medio,y seañadieron20 ml deéteretílico y 10 ml de agua,paratenervolumenessemejantes

en las dos fases; se agitó durantealgunosminutos y en una ampolla de decantaciónse

separaronla faseorgánicay la faseacuosa.La faseacuosasevolvió a extraer,dosvecesmas,

con 20 ml de éter etílico. Finalmente,seunieronlas tres fasesorgánicas,en las que estan

diluidos el estery el ácido; sedesecaronañadiendounapuntade espátulade CaC12 anhidro,

que posteriormentese eliminó por filtración con un filtro de pliegues. El éter etílico se

eliminó por evaporacióny el residuosecose diluyó en hexano(para el Ibuprofeno y ácido

2-fenilpropiónico)o en éterdiisopropílico(parael Naproxenoy Ketoprofeno).Deestaforma

el ácidohidrolizadoy el ésterremanentese encuentranen medio orgánico,preparadospara

seranalizadosen el cromatógrafode gasesy en el HPLC con columnaquiral.
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m.&- SINTESIS ENZIMATICA DE ESTERES

Uno de los objetivos de la presenteTesisDoctoral esel estudiodel comportamiento

de la lipasa de Rh.mieheien medio orgánico como catalizadorde la reacción de síntesis

enantioselectivade ésteresde antiinflamatoriosno esteroideosderivadosdel ácido 2-ah!-

propiónico (AINEs).

Este estudio lo hemosdividido en dos secciones,segúnseanlos factoresobjeto de

estudio:

1) estudio de las variables continuaso estructurales(disolventey sustratos

(ácidosy alcoholes)

2) estudio de las variables discontinuas o de operación (temperatura,volumen

de reacción, velocidad de agitación, tiempo de reacción, cantidad de

catalizador, etc.), empleando la metodología del Diseño estadístico de

Experimentos

[11.8.1.-ESTUDIO DE LAS VARIABLES CONTINUAS O ESTRUCTURALES

.

JIIILS.1.a.- Reacciónestándar
* ácido: Ibuprofeno(0,125 M)

* alcohol: 1-butanol(0,125 M)

* disolvente:ciclohexano(10 mi)

* temperatura= 37 0C

* tiempo de reacción 72 h

* enzima: lipasacruda(Lipozym& IOOOOL) (0,4 mil)

lipasainmovilizada(Lipozyme* 1M20) (300 mg)

Procedimientoexperimental

Para estudiar la influencia de la naturaleza de los sustratos (ácidos (R,S) 2-

arilpropiónicosy alcoholes)y disolventesse definió una reacciónestándar,en la cual se

fueron modificandoesasvariablesestructurales,paradeterminarcualesson las condiciones

óptimas para la actuación de la lipasa de Rh.miehei en estas reacciones.Este tipo de
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cadavez).

En un reactorde 25 inI seañadieronlos sustratos(ácidoy alcohol)y el disolvente.A

continuación, dich« reactor, se colocó en un baño termostatizadoa 37 0C con agitación

constante.Sedejótranscurrirla reaccióny cadacienotiempo setomaronalícuotasde 0,1 mi,

las cualesse diluyeron en 1.4 ml del disolventeempleado.Estasmuestrasse filtraron con

microfiltros de nylon de 0,2 ¡im de la casaLida.

m.8.2.- ESTUDIO DE LAS VARIABLES DE OPERACION

(Diseñoestadísticode Experimentos)

.

Parael estudiode las variablescontinuaso de operación,quepuedeninfluir en las

reaccionesde síntesisde ésteres,no se utilizaron los ensayosOV.A.T., empleadosen el

análisis estructural de la reacción, sino que se utilizó un método de variación múltiple

mediante la aplicación de un análisis factorial denominado Diseño estadístico de

Experimentos,ya que estemétodo permitedeterminarcon mayor certezaquevariablesson

las que másinfluyen en el procesoy si hay algún tipo de influenciaconjuntade las variables

estudiadas.

En el Diseñoestadísticode Experimentostodoslos parámetrosobjetodeestudiovarían

simultanementede forma programada,desarrollandoseun estudio eficaz y racional de las

variables elegidasen todo su intervalo y obteniéndoseinformación adicionalacercade los

efectosdebidosal conjunto de dos o másvariables268.

En la presenteTesis seha aplicadoestametodologíaal estudio de la reacción de

síntesisdel ésterbutílico de Ibuprofeno en isooctanoa 37 0C. Este estudió se aplicó a la

lipasa cruda (Lipozyme® IOOOOL) e inmovilizada (Lipozym¿> 1M20) de Rh.miehei. La

reaccióncon los valoresmediosde cadavariableserealizó por triplicado con cadaenzima,

hastaalcanzarun rendimientoaproximadodel 50 %; el cual se logró a las Eh con la lipasa

cruday a las 24 h con la lipasammovilízada. El procedimientoseguidoparacuantificarel

rendimiento de la reacción se indica en la sección siguiente (ver fIL 8.3.a.). El exceso

enantioméricode estasreaccionesno sedeterminé,ya quela finalidad de esteestudioerasolo

conocerla influenciade estasvariablesen la actividadcatalíticade estaslipasa.

El númerototal de experimentosfue de 19, de los cuales16 constituyeronel análisis

factorial en sí (combinaciónde las variables en sus niveles máximo y mínimo), y tres
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(correspondientesal punto central de cadavariable)permitieronun analisis estadisticodel

diseñoy el cálculo de los limites de confianzadel estudio.Los valoresmáximosy minimos

de est&variablesse combinaronde forma aleatoriausandoel programaSTATGRAPH269

La variación del rendimientode la reacción,determinadapor cromatografiagaseosa

(verIILS.3.a),seexpresócomounafunciónpolinómicade las seis variablesobjeto de estudio

(ecuación28):

Y (%) = b, + ~ b
1x~ + ~ b~x1x~ [28]

m.8.3.- METODOS DE CUANTIFICACION DE LAS REACCIONES

IIiLS.3.a.- Determinación del rendimiento de la reacción

El rendimientototal de la reacciónsemidió con un cromatógrafode gasesShimadzu

GC-14A equipadocon un detectorde ionizaciónde llama, un inyector de split (1:2) y una

columnaSPB-l sulfur (15 m x 0,32 mm). El gastransportadorempleadofue nitrógeno,la

temperaturadel inyector fue de 300
0C, la temperaturadel detector fue 350 0C. La

temperaturade la columnay el flujo del gas transportadorvariaron en función del ácido

analizado,como serecogeen la Tabla 13.

Tabla 13: Condiciones de análisisdel rendimientode reacciónpor cromatografiagaseosa.

ACIDO Tacolumna flujo de N
2 tr (ácido) Ir (éster)

Ibuprofeno

Naproxeno

Ketoprofeno

2fenilpropioni

180 oc 12 ml/mm 6 min 10 mm

190
0C 30m1/mm lomin l7min

190 oc 30 ml/mm 16 mm 25 mm

180 0C 3 ml/rrnn 3 mm 5 mm
tr = tiempo retmOi~i
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Figura3<>: Cromatogramaobtenidotras el análisispor cromatografiagaseosade unareacción
de síntesisdel ésterbutílico de Ibuprofeno,catalizadapor la lipasade Rh.miehei.

A partir de los datossuministradospor los cromatogramassecalculó la conversiónen

éstera través de dos métodoscuantitativos,amboscoincidentes:

Ifl.8.3.a.l.- Método de la calibración absoluta o del estándar externo.

Estemétodo indirecto consisteen utilizar un estándarexterno,paralo cual sedebe

disponerde mezclassintéticascuyasconcentracionesde analito (Ibuprofeno)seanconocidas

con precisión. Se preparóuna curva de calibrado directa (áreafrente a concentraciónde

analito) a partir de los cromatogramascorrespondientesobtenidosinyectando el mismo

volumen(0,2 j4) demezclasintéticaencadacaso.Cuandoseinyectaigual volumendelamezcla

problemaprocedentedelmedio dereacción,el áreaobtenidasecorrelacionadirectamenteconla

cantidadde ácidoremanentea travésde la curva de calibrado.
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Figura 31: Rectade calibrado por cromatografíagaseosaparael Ibuprofeno.

lifl.8.3.a.2.- Método directo o de normalización de áreas.

En estemétodoseconsideraquela sumade las áreasde todoslos picos corresponde

al 100 % de los solutosseparadosy, portanto, el áreadel soluto A seráel porcentajeen peso

del mismo en la muestra.Para poder aplicar este método es necesarioque todos los

componentesde la muestrase eluyan de la columna y que el detectorpresenteigual

sensibilidadparatodos ellos, dandorespuestaslinealesy reproducibles.Estacondiciónsólo

secumplecuandosetratade serieshomólogasde solutosde alto poderde ebullición. En el

casode la separacióndel Ibuprofenoy suésterbutilico secumplenestosrequisitos.Además,

se comprobóla validez del métodopor comparacióncon el método cuantitativodel patrón

externo,Estefue, por tanto, el métodoelegidopara calcularel rendimientode las reacciones

enzimáticastanto de sintesis como de hidrólisis realizadasa lo largo de la presenteTesis

Doctoral debido a sumayor simplicidad.
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Ill.8.3.b.- Determinación del excesoenantiomérico del ácido remanente

.

El excesoenantioméricodel ácidoremanente,en las reaccionesde sintesisenzimática

de ésteresse detenninómediante1{PLC (Waters-Miillipore, modelo 590) dotado con una

columna quiral (Chiracef”-OD; de Daicel Chemical Industries Ltd.; Tokio, Japón) de

carbamatode celulosa(25cm x 0,46cm), capazde separarlos enantiómerosR y S de los

ácidos2-arilpropiónicos.

Los componentesde la fase móvil se modificaron en función del ácido analizado

(Tabla 14), pero en todoslos casosel flujo de dichafasemóvil fue de 0,8 ml/mm, la presión

fue de 200 psi y la longitud de ondaempleadaparala determinaciónespectrofotométricade

estoscompuestosfue de 254 nm.

Las muestrasde Ketoprofenofueronanalizadasconunacolumnaquiral (Chiralcel~-OJ;

de Daicel Chemicalmd.) de ésterde celulosa(25cmx 0.46cm).El flujo de la fasemóvil fue

de 1 ml/mm, la presiónfue de 780 psi y la longitud de ondafue tambiénde 254 nm.

Tabla 14: Característicasde la fasemóvil utilizadaparadetenninarel excesoenantiomérico
de las reaccionesemzimáticasde síntesisde ésteres.

ÁCIDO fasemóvil

Ibuprofeno hexano¡ 2-propanol1 actrifluoroacetico
(100/1/0,1)(y/y/y)

Naproxeno hexano¡ 2-propanol¡ acacético
(97/3/1) (y/y/y)

Ketoprofeno hexano1 2-propanol!acacético
(90/10/1)(y/y/y)

2-fenslpropiomco hexano1 2-propano!¡ ac. fónnico
(98/2/1)(y/y/y)

Los tiempos de retención de los enantiómerosR y S de cada ácido fueron los

siguientes: Ibuprofeno—> (R) 19 min; (8) 22 mm

Naproxeno —* (R) 22 mm; (8) 24 mm

Ketoprofeno—* (R) 20 min; (8) 25 mm

ácido2-fenilpropiónico -~ (R) 22 mm; (8) 24 min
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Figura 32: Cromatogramaobtenido tras el análisispor HTPLC con columnaquiral de una
reacciónde sintesisdel ésterbutílico de Ibuprofeno,catalizadapor la lipasade Rh.miehei.

111.9.- ISOTERMAS DE ADSORCION

Las isotermasde adsorciónson una representacióngráfica de la variación de la

actividadde agua(a) respectoala cantidadde aguaañadidaal medio en el que seencuentra

la enzima(en estecasola célula del aparato)(ver 1L2.6.c.)

La medidade actividadde aguaserealizó en un medidormodeloRotronic Hygroscop

D.T. dela casaAname,especialparadisolventesorgánicos,quepermitió la lecturasimultánea

de humedady temperatura,la cualsefijó a (25±0,5)0C aproximadamente,medianteun baño

termostatizadoacopladoa una célula de medidas.

0.00 Time 25.00

Peak Mame t Are.

1.557

14.852
0. 209
1 . 265
o .672

47 .457
33. 988

ares

136660
1303452

18299
111041

58998
4164903
2982798

he ight
210849
943315
26758

102987
36218

1275698
712075

% Height

6.374
28.517
0. 809
3.113
1.095

38,565
21,527
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111.9.1.-CALJiBRACION DEL APARATO DE ACTIVIDAD DE AGUA (as,

)

La calibraciónsellevó a cabo,en primerlugar,con elpatróndemenora~(sal-II; a,,”

0,1)y, posteriormente,con el patróndemayor a.~ (sal-98; aj 0,9) (ver JILI.5.)

[1.9.2.- PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las muestrasobjeto de estudiodebenserdesecadastotalmenteantesde comenzaruna

isoterma.En estecasoparadesecarlas enzimassehanempleadodosmetodologíasdiferentes

en funcióndel estadofísico de éstas,ya quela lipasacrudadeRh.rniehei(Lipozyme 1 OOOOL)

esun líquido, mientrasque el derivadoinmovilizado (Lipozyme® 1M20) es un sólido.

Lipasa cruda de Rh. miehel (Lipozyme® lOOOOL)

Para desecaresta lipasa se congeló previamentea -180 oc utilizando nitrógeno

líquido, ya quedebidoal alto contenidoen azúcaresde lapreparaciónenzimática,no sepudo

congelar con los métodosconvencionales.A continuación,se liofilizó y posteriormentese

desecócolocandolaen atmósferade 1>20, anhidro, conectadoa una bombade vacio. Para

verificar el total secadode la enzimasemidió el valor de a,,, en el detectorde actividadde

agua;dicho valor debeoscilarentre0,005 y 0,01.

Lipasa inmovilizada deRh.iniehei (Lipozymet1M20)

Paradesecarla lipasa inmovilizadapor Novo-Nordisk (Lipozyme®1M20) se colocó

una determinadacantidadde enzimaen un desecadorcon 1>20,anhidroy seconectóa una

bombade vaciohastaquesealcanzóun valor de a~de entre0,005 y 0,01 aproximadamente.

11L9.3..ISOTERMAS DE ADSORCIÓN

La metodologíaempleadafue la mismatantoparala lipasacrudacomoparala lipasa

inmovilizada; la única diferencia surgió al llevar a cabo las isotermasen aire o con

disolventesorgánicos.

Pararealizarlas isotermasen airese colocóuna cantidaddeterminada(100-200mg)

de lipasa,previamentedesecada,en la cámaradel aparatomedidor, mientrasque, paralas

isotermascondisolventeorgánico,ademásde la lipasa,secolocó 1 ml de disolventeorgánico
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anhidro.

Una vez colocados en la cámara del aparato medidor de agua, previamente

termosta’tizadoa (25±0,5)“C, las muestrascorrespondientes,sefueron añadiendocantidades

crecientes(lil) de agua.Tras cadaadición seesperóaproximadamente2h, hastaalcanzarel

valor de equilibrio de a,,y seprocedió a la lecturadel valor de a,, paracadanuevovolumen

de agua añadido. La isoterma se dió por finalizada cuando el valor de a,, fue

aproximadamentede 0,9; ya quelos valorespróximosa 1 indican que la lipasa estásaturada

de agua.Por último, serepresentóla curva de cantidadde aguaañadidapor mg de enzima

frentea la variaciónde actividadde agua,ajustandolaa un métodode splinescúbicos,como

se describe a continuación a (ver 111.9.4.).

fliL9.4.- ASUSTE DE LA CURVA DE LA ISOTERMA

El ajustede las curvasde cantidadde aguaañadidapor gramode enzimasecafrente

a a.,, se llevó a cabo empleandoel programaCOMPARE, incluido dentro del paquete

estadistico SIMFIT, versión ~ 254 Dicho programaestábasadoen una estrategiaempíricade

ajuste de curvas por el método denominado de splines cúbicos. Este método consiste en

dividir el intervalo (a,b), que contienelos datospor ajustar,en diferentessubintervalos(a1,

a), ,(a01, aa), de forma que en cada subintervalo (al, a~1) se construye una cúbica

c~(polinomio de grado tres),que seacontinuahastasu segundaderivada,de modo que en las

unionesde los intervalos(llamadosnudos),las cúbicasy susderivadasP y 21 coincidan.De

estaforma,todaslas cúbicasseunensuavementeen los nudos,paraformar unaúnicacúbica.

El programaCOMPAREpermiteutilizar la curvasuavizadamediantesplines cúbicoscomo

una curva de calibración,de maneraque sepuedanllevar a cabocálculosde la cantidadde

muestrasecaque presentaunapreparaciónenzimática,de la cual seconozcasuvalor de a,,,

con un porcentajede confianzadel 95 %.
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IV.1.- CARACTERIZACION DE LA LIPASA DE Rh.miehe

¡

En la presenteTesis Doctoral se ha estudiadola lipasaproducidapor el hongo

RI-zizomucormiehel, comercializadaporNovo-Nordisken suformacruda(Lipozyme®1 OOOOL)

emmovilizada(LipozymeMM2o)sobreunaresmade intercambioaniónico(Duolite A-568).

El estudio realizadoabarcólos siguientespuntos:

a).- determinación del contenido protéico

h).- estudiode la actividadesterásica

e).- estudiode la actividadlipásica

IV.1.1.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEIINAS

[V.1.1.a.- Lipasa cruda de Rhizomucormiehel (Lipozvmet 1OOOOL~

El primer paso del estudio de la lipasa de Rh.miehei fue la determmaciónde la

concentraciónde proteínasde los diferenteslotes de lipasacrudautilizados,paralo cual se

siguió el método del biuret (ver 11L3.I.a.). La concentraciónmediade todos los lotes fue

(64±2)mg proteina/míde Lipozym& lOOOOL.

Asimismo, seempleóel método de Bradford (ver fIL3.I.b.), parala determinación

de la concentraciónprotéicade los lotes de Lípozymet 1 OOOOL quefueron semipurificados

por precipitación con sulfato amónico. Estemétodo seempleó con el objeto de evitar las

posibleinteraccionesentreel sulfato amónicoy las salesde cobredel reactivodel biuret, que

podrian distorsionarel resultadode la determinaciónprotéica. Como seobservaen la Tabla

15 los resultadosobtenidoscon los lotes4 y 5 sonmuy similares,por lo queseconsideróun

valor medio de (8,1±0,3)mg proteína/mlLipozyme® IOOOOL.

Caberesaltarlos diferentesvaloresde concentraciónde proteínasobtenidoscon cada

método. El método del biuret esmenosespecificoya que el reactivoutilizado interacciona

con todos los aminoácidos,por lo que se cuantifican incluso los pequeñospéptidos que

contaminanla preparaciónenzimática(Lipozyme~> 1 OOOOL) y menossensible,puestrabajaen

intervalos de concentracióndeproteínamayor. Sin embargo,e] métodode Bradford, basado

en la adsorcióndel reactivo a la superficieprotéicaesmenossensibleparaesospequeños

péptidos,por lo que el resultadoobtenidoesmenor.

Dadoqueel métododel biuretresultóserútil paracuantificarelevadasconcentraciones
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de proteína,éstefue el método de rutina seguidoparala cuantificaciónde cargaprotéicade

la liapasa cruda de Rh.miehei, excepto como se ha indicado anteriormente,en los

experimentosllevadosa cabo en presenciade sulfato amónico.

Las rectasde calibradode ambos métodosaparecenen las secciones I¡L3.1.a. y

111.3.1.b., respectivamente.

Tabla 15: Contenidoprotéico de los distintoslotesde Lipozymet lOOOOL.

LOTE BIURET

(mg/mí)

BRADFORD

(mg/mí)

5

5

5

5

5

62±1

64±1

67±1

6412

66±1

842+0 01

776+001

IV.1.1.b.- Lipasa inmovilizada de P.hfromucor miehel (Linozvin¿JM2O

)

La cargaenzimáticadel derivadocomercialLipozyme~>fue determinadopor Vázquez

y coLt270, los cualesemplearonel métodode Gothamy coLy.271, que es una modificacióndel

método de Bradford paraproteínasinsolubles.El resultadoobtenido indica que la carga

protéica del derivado inmovilizado Lipozymet 1M20 es de 0,12 mg proteína/mg de

Lipozyme~ 1M20, siendo ésteel valor consideradoalo largo de estaMemoria.

Las enzimasinmovilizadaspor adsorciónsonfacilmentedesorbidasen medio acuoso.

Porello, el denvadoinmovilizado Lipozyme®1M20 fue sometidoa un procesode desorción

por abrasión(ver111.3.4.)en medio acuoso,a distintos pH, y en ciclohexano,condiciones en

las queseutilizaríaposteriormenteel biocatalizador.Tras el procesode abrasiónsedeterminé

la concentraciónde proteínasdesorbidasdel soportey secalculó el grado de desorcióndel

derivadoen los diferentesmedios.Los resultadosaparecenen la Tabla 16.
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Tabla 16: Grado de desorcióndel derivado Lipozymet [M20tras un proceso de abrasión en
diferentes medios (t”‘48h y T8=37’C).

naturaleza del
medio

cantidad de
derivado (mg)

proteína inicial
(mg)

proteína
desorbida

(mg)

%abrasión

acuoso pHl

acuosos pH7

acuoso pH’43

300

300

300

36

36

36

7 0~0,3

3 5~0,3

6 2~0,2

19,4 :0,8

9,7 0,3

17,2 xO,6

ciclohexano 300 36 0 0

Para determinarla cantidad de proteínasiniciales se consideró el dato de carga

enzimáticadel derivadoinmovilizadoLipozym?1M20 (0,12mg proteína/mgde Lipozymet

IM2Oj>, determinadopor Vazquezy col?0.

En medio orgánicoladesorcióndel derivadoinmovilizadoesnula, lo cual indicaque

en las reaccionesde síntesisde ésteresla cargadel derivadoinmovilizado no se modifica.

Este hechojustifica la elevadaactividadobservadaen las reaccionesde esterificaciónen

medio orgánico,catalizadaspor Lipozym?1M20.

Por el contrario,en medio acuososi se producela desorciónde proteínadel derivado

inmovilizado,factor queesnecesarioconsideraral plantearseexperimentosen medio acuoso

con este derivado. En medios fuertementeácidoso básicos,el grado de desorciónes más

importanteque en medioneutro,debidoa que en esosmediosdrásticosla enzimay el soporte

sufremayoresalteraciones,con lo que la desorciónprotéicaes mayor. En medio neutro el

grado de desorción es menor, siendo éste el pH óptimo de actuación del derivado
251

inmovilizado en solucionesacuosas -

1V.1.2.-DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESTERASICA

Siguiendoel procesode caracterizaciónde la lipasade Rh.miehei, se determinóla

actividadesterásicaespecíficade los distintoslotes de lipasacruda(Lipozyme~ lOOOOL).

La actividadesterásicade la lipasacrudade Rkmiehei se determinóen Punciónde

la cantidad de p-nitrofenol liberado durante la reacción de hidrólisis del acetato de p-

nitrofenilo, en medio alcalino(pH=7,8). El aumentode absorbanciaproducidoa 400 nm se
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correlacionacon la cantidadde p-nitrofenol liberado. (pKa del p-nitrofenol = 7,04> <ver

IILS.2.)

O
II lipasa de Rh.tniehei 1”

CH3—C —O ‘~ NO2 ~ CH3— COOH + HO _ NO2 + H2O
tampón pH= 7,8

acetalo dep-nitrofen¡Io ácido acético p-nitrofenol

Esquema24: Reaccióndehidrólisis del acetatodep-nitrofenilo.

IV.L2.a.- Actividad esterésicaesnecifica

La actividadespecíficavienedadapor el valor de la pendientede la rectaobtenidaal

representarla velocidadde reacciónfrente a la cantidadde proteína.

Con el objeto de determinarla actividadesterásicaespecíficade los lotes 2,3,4y 5 de

lipasacrudade Rb,miehei(Lipozyme
t IOOOOL)serealizaronensayosestándarcon cantidades

variables de lipasa. Posteriormente,se representó la velocidad de reacción (mmoles

hidrolizados/min)frente a la cantidadde proteínautilizada en cada ensayo (mg proteina,

determinadopormétododel biuret).Como seobservaen la Tabla 17 los resultadosobtenidos,

dentrodel intervalo de concentraciónde proteínasconsiderado(0,5 a 2,5 mg/ml) y dentrodel

error experimental,son semejantesen todoslos lotes analizados,exceptoen el lote 3.

Tabla 17: Actividad esterásicaespecíficade la lipasacrudade Rh.mieh,ei

LOTE actividad específica
(mmol/min mg prat)

5

5

5

5

8 6~0,8

5 540,3

8 2~0,9

7 l~O,6

IV.1.2.b.- Determinación de las constantescinéticasde la actividad e*ráska

Paradetenninarlas constantescinéticas(KM y l<cat) seeligieron doslotes (2 y 5) y se

realizaron diversos ensayoscon una cantidad constantede lipasa(0,032 mg protema,

cuantificadoporbiuret),variandola concentraciónde la disolución de sustrato(acetatodep-
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nitrofenilo en acetonitrilo).

Parallevar a caboel ajustede los datosde actividadfrentea concentraciónde sustrato

seutilizó el programaMiIvff IT, del paqueteestadisticoSIMFIT, versión4.0 254 Esteprograma

permiteel ajustede los datos directamente a una hipérbola michaeliana,Los ajustes,a menos

que se indique lo contrario se llevaron a cabocon pesosestadisticosproporcionalesal 5 %

de error.

En las Figuras 33 y 34 se recogen las representaciones de Michaelis-Mente y Eadie-

Hofstee,respectivamentede los lotes analizados.

velocidad de reacción <mmo¿/mln)

0.25

0.20- t

0.15 1

jit —-— Ide2

0.05 ~ ¡deS

0.00I~
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012

coneantración de aoao de p-nltraftnhlo (U)

FIgura 33: Representaciónde Michaelis-Menten de la actividad esteñsicade los lotes 2 y
5 de lipasa cruda de Rkmiehei.
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99.2

74.4

~> 49.6

24.8

0.0

48.8

Flpra 34: Representaciónde Eadie-Hofsteede laJ5U ¡~¡jes¡~rd¡icade los lotes2 y 5 de
lipasa cruda de Rkmiehei.

En la Tabla 18 serecogenlos valoresde las constantescinéticas,correspondientesa

la actividadesterásicade los lotes de lipasacrudade Rh.miehei estudiados.

Tabla 18: Constantescinéticasde laactividadesterésicade la lipasacrudade RJz.miehei.

LOTE KM ‘~cat

[1v!]de pNPA (mmol/min mgprot)

5

5

(9±2)10~ (11±2)

(7±1)1W3 (12±2)

Como seobservaen laTabla18 el valor de las constantescinéticases muy semejante

en los dos lotes analizados.Esto indica que, independientementedel lote de Lipozym?

1 OOOOL utilizado, la afinidad de la lipasapor el sustrato(KM) es semejantey la constante

catalítica(kcat) estambiénsemejante,lo que indicauna buenahomogeneidaden la proteína

crudade partida.

Tras comprobarla similitud de la actividadesterásicaespecíficay de las constantes

y

5.7 16.5 27.2 38.0

‘// [s]
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cinéticas de los diferentes lotes de lipasa cruda de Rh.miehei(Lipozym? lOOOOL), empleados

alo largode lapresenteTesisDoctoral,se puedeconcluir que el lote utilizado no esun factor

diferendador a considerar en la actividad esterasíca.

La actividad esterásicade la lipasa inmovilizada Lipozym& 1M20 no se pudo

determinarcon estemétodo,ya queal serun sólido insolublees imposiblemedirla evolución

de la reaccióncon el espectrofotómetroUy-visible, puestoque las partículasde Lipozyme~

1M20 interfieren en la medida de absorbancia,provocando una dispersión de luz que

imposibilita las medidas.

IV.1.3.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD TIPASICA

En la presente Memona se ha hecho mayor hincapié en el estudio de la actividad

lipásica de la lipasa de Rh.miehei, ya que para seguir el transcursode la reacciónno se

empleanmétodoespectrofotométricos,sino métodosde valoraciónvolumétrica,en los quese

puedenutilizar lipasasen cualquierestadofisico. Por estarazón,la actividadlipásica se ha

utilizado como indicador del grado de modificación funcional sufridapor la enzimatras los

procesosde semipurificacióne inmovilización desarrolladosen estaMemoria.

Como se indicó en la parteexperimental,la actividadlipásicasedeterminóempleando

tres métodos; dos de ellos basados en la hidrólisis de aceite de oliva (sustratoSigma;

emulsión de aceite de oliva al 50% (y/y) y uno basadoen la hidrólisis de tributirína.

IV.1.3.a.- Hidrólisis de aceitede oJiva

En la hidrólisis del aceitede oliva catalizadapor la lipasade Rkmiehei se sigmeron

dos métodos; en uno de ellos(métodoA) el ácido liberadoseneutralizóen el transcursode

la reacciónempleandoun pH-stato (ver11L3.3.a.1.);mientras que, en el otro método (B) la

valoraciónsehizo a “punto final”, valorandoel ácido liberado al final de la reacción <ver

11L3.3.a.2.).
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IV.1.3.a.1.- Método A

Determinación de la actividad UDásica esoecifica

Siguiendo esie método, basado en la valoración del ácido liberado en el transcursode

la reacciónsedeterminóla actividadlipásicaespecíficade los diferenteslotes de lipasacruda

de Rh.miehei(LipozymJ lOOOOL) Los resultados obtenidos aparecen en la Tabla 19.

Tabla 19: Actividad lipásicaespecífica(hidrólisis de aceitede oh-va) de la lipasacrudade
Rb.miehei.Reaccióntest: hidrólisisdeaceitede oJiva.

LOTE actividad específica

(mmol/min mgprot)

-

-

-4

5

(3,5 ±0,2)l0~

(2,9±0,1)l0~

(1,6±0,1)10~

(2,9±0,1)10”

(2,6±0,1)1W”

Los lotes 1, 2. 4 y 5 presentanuna actividadlipásica específicasimilar, dentro del

error experimental,mientrasque el lote 3 presentamenor actividad, como ocurrió en la

actividadesterásica(Tabla 17). Estehechosetuvo en consideraciónen posterioresestudios,

evitandoutilizar el lote 3 enprocesosen losquela comparacióndela actividadlipásicafuera

fundamental.

Detenninaciónde las constantescinéticu1~

,

Las constantescinéticas(KM y koat) sedeterminaronunicamentecon los lotes 2 y 5,

los mismos que se utilizaron para determinarlas constantescinéticas de la actividad

esterásica.En las Figuras 35 y 36 aparecenlas correspondientesrepresentacionesde

Michaelis-Mentey de Eadie-Hofsteede la reacciónde hidrólisisde aceitede oliva catalizada

por la lipasacrudade Rkmiehei.
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Velocidad de reooIón <mmol/min)
0.005 rr—y

0.004

s
0.003 —

0.002 -—

0.001

E

.—•—~ ldt2 ¡

«*~_LdOS~

0.000 ¡

0.00 0.02 004 0.06 aos 0.10
oCdlO@v*UOlán de aodte U. cifra ¡U)

-I

-4

012

Figura 35: Representaciónde Michaelis-Menten de la actividad lipásica de los lotes 2 y 5 de
lipasa cruda de Rb.miehei.Reacción test: hidrólisis de aceite de gilva

.

4.23
—3

xl O

3.23

~. 2.24

1.24

0.25 0.385

fIgura 36: Representación de Eadie-Hofstee de la actividadlipásicade
lipasacrudade RitmiehetReaccióntest: hidrólisisdeaceite de oUva

.

los lotes 2 y 5 de

0.028 0A17 0.207 0.296

v/jjs]
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En la Tabla 20 serecogenlos resultadosde las constantescinéticasde estareacción

paracadalote de enzimaestudiado.

Tabla 20: Constantes cinéticas de la actividad lipásica de la lipasa cruda de
RA.miehei.Reaccióntest: hidrólisisdeaceitede gilva.
LOTE KM

[Iv!]de aceite oliva (mmol/min mgprot)

5

5

(39±7)i04 (1,0±0,1)i0~

(30±5)i0-~ (0,62±0,06)1W”

El valor de KM (constantede afinidadenzima-sustrato)es similar en los doslotes; lo

mismo sucede,considerandoel error experimental,con el valor de ~ (constantecatalítica).

Tras esteestudio, sepuedeconcluir que todos los lotes empleadosson semejantes

tanto en concentraciónde proteínas,como en actividadenzimática(esterásicay lipásica),

exceptoel lote 3, quefue descartado.

Estemétodono sepudo emplearparala lipasainmovilizada(Lipozymet 1M20), ya

que laresmade intercambioaniónico(DuoliteA-568) utilizadacomo soporteesde naturaleza

fuertementeáciday surgieronunasenedeproblemastécnicosparaajustarel pH a 7 antesde

comenzarla valoración,

IV.t3.a.2.- Método B

El ácido liberado durantela reacción de hidrólisis del aceite de oliva se valoró

volumetricamenteal fmal dela reacción.Lavelocidadde reacciónsedeterminópordiferencia

entrela muestraproblemay un blanco de reacción.

El objetivoperseguidocon estemétodoeraladeterminaciónde laactividadcomparada

del derivadoinmovilizado comercial (Lipozyme~1M20) con la lipasacruda,ya que en esta

metodologíano eranecesarioajustarel pH del medio de reacióny por tanto seevitabael

principal inconvenientedel método A.
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Determinaciónde la actividadlivásica específica

Las actividadeslipásicas especificasde Lipozyme~ 10000L y Lipozym& 1M20

apareceiien la Tabla21. Estaactividadseexpresaen (UI/l mg proteína),tal y como seindica

en el protocolo descritopor Tietz6’ <ver 11L3.3..a.l)

Tabla21: Actividad lipásicaespecificade la lipasade Rh,miehetReaccióntest: hidrólisisde
aceitede gilva.

ENZIMA actividad específica

(UI/ 1 mg prot)

Lipozyme IOOOOL

Lipozyine11420

16t2

l,0~0 6

Como se esperaba,la actividad lipásica de la lipasa inmovilizada es notablemente

inferior a la de la lipasa cruda. Esto no se deberelacionarcon la abrasióndel 9,7 % de

proteina <ver Tabla 16) observada,sino posiblementecon el hecho de que no todas las

moléculasde enzimaadsorbidasson activas. Estetipo de desactivaciónha sido descritapor

Wang y colsY2 para la lipasa de C.rugosa adsorbiday se atribuye a una interacción

distorsionanteentrelaproteinay el soportepolar-hidrófilo, establecidaen funciónde los datos

de calorimetríade barrido y fluorescenciade superficie273.

El dato de actividadenzimáticaobtenidocon el derivado1M20 seha utilizado para

determinarla cargaenzimáticadel mismo.Paraello seinterpoló la actividadlipásicaobtenida

con 1 SOOmgde Lipozyme®1M20. en la rectade actividadde la enzimacruda(verFigura 28)

y se determinóque la actividad de esteensayoequivalea (24±9)mg de proteínade lipasa

cruda. De estaforma, se calculó la carga enzimáticade LipozymeX 1M20, expresada~

función de la actividad lipásicaretenida,quefue de (0,016+0006) mg de proteínaactiva en

hidrólisis / mg de LipozymJ 1M20.

Considerandola cargaenzimáticaestimadaparaestederivadoLipozym&’ 1M20 como

0,12 mg proteína/mgderivado270y teniendoen cuentala abrasiónque seproduceen medio

acuoso a pH==7,0 (ver Tabla 16>, deberíanliberarsea] medio (17±2)mg de proteína,valor

semejantea la cantidadde proteína(24±9)obtenidatras interpolar en la rectade la Figura
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28. Por tanto, podríapensarseque la actividadhidrolíticaobservadaparaLipozymÉ 1M20

es consecuenciade la total desorcióndel contenidoprotéico de dicho derivado duranteel

transcursode la reaéción(3h), de forma que la lipasaexpulsadaal medio secomportacomo

enzimalibre, manteniendoéstasu actividadhidrolítica inalterada.

IVX3.b.- Hidrólisis de tributfrmna

La evolución de la reacción de hidrólisis de tributirina catalizadapor la lipasa de

Rkmieheisesiguió mediantevaloracionesvolumétricascon un pH-stato (ver 11L3.3.b.>,tal

y como sehizo en el métodoA anteriormentedescrito.Estametodologíaesla recomendada

porNovo-Nordisk parala determinaciónde la actividadlipásica262-

Determinaciónde la actividadlipásica específica

Siguiendo estametodologíase pudo determinarla actividadespecíficade la lipasa

cruda, de las lipasasinmovilizadacomercial(Lipozyme~’ 1M20) e inmovilizadasobresílice

durantela presentey de la lipasasemipurificadapor precipitacióncon sulfato amónico y

posteriormenteinmovilizadasobresílice. Estonospermitió compararlas actividadeslipásicas

de todas estas enzimas y evaluar las consecuenciasde la inmovilización y de la

semipurificaciónsobrela actividadde la lipasade Rkmiehei. Estemétodosolo seaplicó al

lote 5 de la lipasa cruda (Lipozym& 10000L), ya que se comprobó,en los ensayosde

hidrólisis de aceitede oliva, quela actividadlipásicade todoslos lotesera semejante.

En este apartado solo comentaremoslos resultadosobtenidos con las lipasas

comerciales,ya que, los resultadosde las lipasassemipurificadase inmovilizadasobresílice

secomentaránen seccionesposteriores.En la Tabla22 serecogenlos resultadosde actividad

lipásica específicaen la reacción de hidrólisis de tributirina para las dos preparaciones

comercialesde lipasade RJLmiehei crudae inmovilizada.
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Tabla 22: Actividad lipásica específicade la lipasa cruda e inmovilizadade Rh.m¡ehei.
Reaccióntest: hidrólisis de tributirina.

ENZIMA actividad específica
(mmol/min mg prot.)

Lipozym¿ IGOQOL

Lipozymet 1M20

(88±4)10<’

(3,8±0,4)10<’

La actividadlipásicaespecificade la lipasacruda es muy superiora la de la enzima

inmovilizada.Como seindicó anteriormente(ver Tabla 21), estehechoerade esperar,ya que

las lipasas mmovilizadaspor adsorciónpresentanuna baja actividad en reaccionesde

hidrólisis.

Determinaciónde las constantescinéticas

También, se determinaronlas constantescinéticasde la reacción de hidrólisis de

tributirina catalizadapor la lipasa de Rh.rniehei cruda e inmovilizadasobreuna tesinade

intercambio aniónico (Lipozyme<~’ 1M20). Las representacionesde Michaelis-Mentey de

Eadie-Hofsteeaparecenen las Figuras37 y 38.

v~oeld de maotde, <mmcWn*~)
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Y ¡
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Figura 37: Representaciónde Michaelis-Mentende actividad lipásica de la lipasa de
Rh.mieheicrudae inmovilizadaporadsorción(11420).Reacióntest: hidrólisis detributirina

.
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FIgura38: RepresentacióndeEadie-Hofsteede actividadlipásicade la lipasade RJ,.miehei
crudae inmovilizadapor adsroción(11420). Reacciónten: hidrólisis de trihutirina

.

Los valoresde las constantescinéticas(KM y kcat) de la actividadlipásica de ambas

enzimasserecogenen la Tabla23.

Tabla 23: Constantescinéticasde la actividadlípásícade la lipasade RJ.miehei crudae
inmovilizadapor adsorción(flvI2O). Reaccióntest hidrólisisde tributirina.

ENZIMA KM

[Nf]de tributirina (mniol/mín mgprot)

Lipozyme 10000L

Lipozymet 1M20

(60±10)io-3 O 13~00l

(115±30)10<’ 00l4~000l

Las conclusionesobtenidastras el análisisde las constantescinéticasde la lipasacruda

e inmovilizadason semejantesa las del estudiode sus actividadeslipásicasespecificas.De

estaforma, se confirma, como era de esperar,que la actividad lipásicaen la reacción de

hidrólisisde tributirina esmuchomenorparala lipasainmovilizadaporadsorción,puestoque

tanto la formación de la inteifase(cuantificadasegúnKM53), como el rendimientode la

reacción(cuantificadapor k
08~) sonpeoresparael derivadoinmovilizadoLipozymeZ1M20.
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Trascompararlos resultadosobtenidosparala lipasacruda(Lipozymet IOOOOL) con

ambossustratos(ver Tablas 21 y 22,), secompruebaque el valor de KM varía ligeramente,

siendoalgo menoren la reacciónde hidrólisis del aceitede oliva (KM 35 l0~ M), ya que

la formación de la interfaseesm~or paraestesustratodebido a su mayorcaracterlipoide,

por lo que la afinidad enzima-sustratoestambiénmejor. No obstante,la actividadcatalítica

esmuchomejor parala reacciándehidrólisis de tributirina, con un incrementode ko., 200

vecessuperiora la reaccióncon aceitede oliva (k
0,~~ 6,2 1 0~ mmol/min mg).

I’V.1.4.- ELECTROFORESIS

Las electroforesisfueron realizadaspor el Dr. García-Cañerodel Departamentode

BioquímicaAnalítica del Hospital PuertadeHierro de Madrid.

En la Figura 39 se muestrala electroforesisde la lipasa cruda de Rh.nnehe¡

(Lipozyme
t lOOOOL), realizada ni condicionesreductoras (ver 111.3.5.).

La columna de la izquierda corresponde a los patrones de proteína utilizados y la

columnade la derechaa la lipasade Rhaniehei.La flecha indica labandacorrespondientea

30 kD, pesomolecularde la enzimaanalizada.

En la electroforesisseobservaquela preparacióncomercial,LipozymetIOOOOL, de

la lipasacruda deRh.miehe,presentagran cantidadde proteínascontaminantesde elevado

pesomolecular (70-80 kD). Asimismo, aunqueen menor proporción, aparecenproteinas

contaminantesdebajo pesomolecular(10k])).

A continuación, se llevaron a cabo diversos métodos de semipurificación con el

objetivo de eliminar las proteínascontaminantes.Los resultadosobtenidossecomentaránen

el apartadosiguientelvi
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Caracterización de la Lipasa de Rhaniehei

FIgura39:ElectroforesisdelalipasacrudadeRF&rniehei, realizada en condicionesreductoras.
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IV.2.- SEMIPURIFICACTON DE LA LIPASA DE Ah. miehel

Como ya semidcó ax la ParteExperimental(ver 111.4.) la presenteTesisDoctoralse

llevó a cabola semipwificaci¿nde la lipasacrudade Rhizomucormíehelsiguiendodostipos

de métodologias:

a).- basadosa> la separaciónde proteinasa> función de sutamañomolecular

(ultrafiltración y diálisis)

b).- basadosax la separación protéica por diferencias de solubilidad

(precipitacióncon sulfato amámca)

IV.2.1 U1SRAFILflACION

La lipasacrudade Rharneheiseultrafijitró catorcevecesconsecutivas(ver 11L4.J.a.),

determinandowi cadaimo de las residuosobtenidosla concaitraciánde proteínasremanente

por el métododel bíuret

Lamembranasemipermeableutilizadaseparólas moléculasdepesomolecularinferior

a ¡0 kD. Estamembranase eligió con el objeto de eliminar las proteínascontaminantesde

menortamaño,ya que el pesomolecularde la lipasa de Rkmíehetesde 30 kD ~‘

En la Figura40 serepresentalaprogresivadisminucióndel contandodeproteínasen

el residuoobtaiido tras sucesivasultrafiltraciones.
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Figura 40: Evolución del contenido protéico de la lipasa de Rh.míeheítras sucesivas
ultrafiltraciones.

Comaseobserva en laFigura 40, durantelasprimerasultrafiltracionesseproduceuna

importantedisminucióndel contwido protéicode la lipasadeRh.mieheí,pero a partir de la

novenaultratiltración seestabilizala cantidaddeproteínasdel residuo.lo cual indica queya

sehan eliminadopracticamaxtetodaslas proteínasde pesomolecularinferior a 10 kD, las

cualesrepresentanun 69% de las proteínastotalesdeterminadaspor el mandodel biuret.

Comaseindicó anteriormente(ver IV¡.1.) estemétododedeterminacióndeproteínasespoco

especifico,ya que el reactivoutilizado forma complejoscoloreadosde cobrecon todos los

péptidosde la preparaciónenzimática.Tras las múltiples ultrafiltracionesse confirma la

existenciade gran cantidadde pequ~ospéptidoscontaminantes,que reaccionaríancon el

reactivo de cobre,por lo que la concentraciónde proteínasdeterminadasegúnestemétodo

esmayor que la determinadapor el método de Bradford, ya que esteúltimo es un método

basadoen la adsorcióndel reactivo coloreadoa la superficieprotéica,por lo que es más

diificii que esospequfiospéptidosseancuantificados.
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IV.2.2.- DIÁLISIS Y CENTRIFUGACION

El objetivo perseguidocon este método es, igual que con la ultrafiltración, la

elimina¿iónde péptidosdebajopesomolecularque acompafianala lipasacrudadeRh.mwhe¡

(Lipozyme® 1 OOOOL>

La lipasa no dializadano sepudo congelarpor métodosconvencionalesdebido al

elevadocontenidoen azúcaresdela preparaciáncomercialLipozymet1 OOOOL, queretienen

gran cantidaddemoléculasde agua,con lo quesedificulta el procesode congelación.Tras

el procesode dialisis se logró congelarla lipasaseniipurificada,lo cual índica que durante

la diálisis no solo seeliminaronproteínasdebajopesomolecular,sino tambiñaazúcaresque

contaminanla preparacióncomercialde lipasade Rh.miehet.

Como ya seindicó en la ParteExperimental(ver 111.4.1.6.)see

mpleó una membranade diálisis adecuadapara separarproteínascon un peso molecular

inferior a 12-14kD.

Trasla diálisis sellevaron acabo sucesivascentrifugacionesa 5000 r.p.m.. Con cada

uno de los sobrenadantesobtenidosse realizarondeterminacionesde la concentraciónde

proteínasy de actividadesterásicaylipásica(ver111.3.2. y III. 3.3).Lanomenclaturautilizada

paradesignarlas distintasfraccionesfue la siguiente:

D —* lipasadializada

DC —* sobrenadantedializado+ 1 centrifugación

DZC —* sobrenadantedializado+ 2 centrifugaciones

D3C —* sobraiadantedializado + 3 centrifugaciones

R —* residuoobtenidotras la terceracentrifugación.

IV.2.2.a.-Determinaciónde la concentraciónde uroteinas

En la Tabla24 aparecela concentracióndeproteínasdel lote 2 departida,de la lipasa

dializada y de los residuos y sobrenadantesobtenidostras sucesivascentrifugaciones,

obtenidospor el métododel biuret.

185



Semipurj/icación de la lipasa de Rkmiehei
Tabla 24: Contenido protéico (segánmétodo del b¡uret) de las ftaccionesobtenidaspor

diálisis y sucesivasultrafiltracionesde la lipasade Rh.rníehei.

fracciónprotéica cantidadproteínas(mg)

LOTE 2 955±18

dializada 277±16

dializada+ 1 centrifugación

dializada+ 2 centrifugación

dializada+ 3 centrifugación

residuo sabrenadante

117±1 160±2

50±1 67±1

48±7 1,4±0,2

Tras la diálisis seredujo en un 70% el contenidoprotéicode la lipasade Rh.míehei.

Como consecuenciade la primeracentrifugaciónde la ennmadializada,seperdió un 57%

de las proteínas.Tras redisolver el residuo (DC) y centrifugarlo de nuevo el contenida

protéicopasóde 117 mg en DC a 50 mg en D2C, con lo quela reduccióndeproteínasfue

de nuevo del 57%. Sm embargo,aunquese centrifugó por terceravez el contenido de

proteínasdel residuoD3Cpermanecióconstante.

Estemétodo de semipurificaciónde la lipasade Rh.mtehei,en función del tamaño

molecularde lasproteínas,resultósermuchomássencilloy breveque el métodoanteriorde

sucesivasultrafiltraciones.Par estarazon, se continuó con la caracterizaciónde la lipasa

semipurificadapor dialisis y sucesivas centrifugaciones,determinandolas actividades

especificaslipésicay esterásica.

lV.2.2.b.- Determinaciónde 1* actividad esterísica

El ensayode referenciautilizado paradeterminarla actividadesterásicade la lipasa

de RJtmíeheifue la reaccióndehidrólisisde acetatodep-nitrofenilo,tal y como sedescribió

en la ParteExperimental(ver111.3.2.).

Para determinarla actividad esterásicaespecíficade la lipasa cruda (lote 2) se

consideróun intervalo de proteínassimilar al contenidoprotéicade la lipasasemipurificada,

debido a que la representaciónde la actividad esterásicade la lipasa cruda frente a la
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Resultadosy Discusión

concentraciónde proteínasdé lugar a una gráfica no lineal, la cual a efectosprácticos,se

descompusoen dos intervalosentre O y 0,75 mg/ml y 0,75 y 3 mg/ml (Figura 41), que se

ajustarona dos rectaspara,en función del intervaloconsiderado,emplearima u otra.

‘os

¡
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0. 3.00

Figura41: Actividad esterásicadel lote 2 de la lipasacrudade Rh.m¡ehez.

A continuación,en la Figura 42 serepresentala actividadesterásicaespecíficade la

lipasadeRh.m¡ehe¡cruda,dializada,delos sobraxadantesobtenidostrascentrifugarsucesivas

vecesla lipasadializaday del residuoformadotras la terceracentrifugación.
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Semipur4/icación de la lipasa de Rh.miehei
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Figura 42: Actividad esterdalcade la lipasade Rh.mieheiwmipuriflcadapor diálisis y de
los sobrenadantesobtenidostrassucesivascentrifugaciones

En la Tabla 25 serecogenesterásicasespecificasde la lipasacrudadeBlimíehel,de

la lipasadializada,de los sobrenadantesobtaiidostrascentrifugarsucesivasvecesla lipasa

dializaday del residuoformadotrasla terceracentrifugación.Asimismo,seindicaparacada

enzima,sucorrespondientevalor defactorde seinipurificación(F), definidocomo la relación

de la actividadespecíficade la enzimasemipurificadarespectode la enzimacruda.

Tabla25: ActivIdad esteraleseapeciflcade la lipasade Rh.mieheisemipurificaday cmda.

fraccid. pr.tdica actividad esterísicá
(mmol/min mgprot)

F

LOTE 2 20±1

dializada(D)

dializada+ 1 centrif. (DC)

dializada+ 2 centrxf (D2C)

dializada+ 3 centrt (D3C)

residuo (R)

22±1

34±1

16±2

O

O

1,1

1,7

0,8

O

O
(a)detenninac¡ónde proteinaspor el método del biuret (lI~factor de purificación
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Analizandolos resultadosindicadosen la tablay figura anterioresseobservaquetras

el procesodediálisis el incrementodela actividadesterásicade la lipasadeRh.m¡ehe¡esmuy

poco siñiificativo; solamentetras la primeracentrifugaciónseobtieneun cierto incremento

de actividad.Por lo que sepuedededucirquetras la diálisis sehan eliminadoproteínasno

activasy sustanciascontaminantes,que no influían en la actividadesterásicade la enzima.

Tantoel residuocomoel sobrenadanteobtenidostrasla terceracentrifugacióncarecen

de actividadesterásica,debido a suescasocontenidoprotéico(Tabla 24)

W.2.2.c.- Determinaciónde la actividadlinásica

En la Figura 43 serepresentala actividadlipásica de la lipasade R/z.míehe¡cruda,

semipurificadapor diálisis y de los residuosobtenidostras sometera la lipasadializadaa

sucesivascentnfugac¡onesLa reacciántest utilizadaparadeterminarla actividadlipésicade

estasenziimasfue lahidrólisis de aceitede oliva, segúnel métodoA, descritoen el apartado

11L3.3.a.1.

Figura 43: Actividad lipásicade la lipasade Rh.miehezsemipurificadapor diálisisy de los
sobrenadantesobtenidostras sucesivascentiifugaciones.Reaccióntest: bidr6Iisis de aceite
de clin.

aso

~eeae se,u..eé,fl,.,aeu
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Senuipur4ficación de la lipasa de R.h.miehei

Tabla 26: Actividad lipásicaespecíficade la lipasade Rh.mieheicruday semipurificada.
Reaccióntest: hidrdlimb de aceitede diva.

fracd6n protéica actividad especiflca

(mmol/m¡n mg prot)

Y

LOTE 2 (2,9±0,4)l0~ 1,0

dializada

dializada4’ 1 centrífligación

(4,4±0,4)10’

(6,6±0,8)1W’

0,15

0,22

A diferenciade lo que sucedecon la actividadesterásica,la actividadZipésicasufre

ima considerabledisminución tras el procesode diálisis. Estehecho debeatribuirsea la

eliminaciónde moléculaspequeñas(azúcares,sobretodo) que acompañanaestapreparación

(Lipozyme lOOOOL), y quesonindispensablesparael mantenimientodelaactividadlipásica,

ya que permiten la unión de la enzimaa la inteifaseoleo-acuosa.Este efecto ya ha sido

descrito para la lipasade C.rugosapor Lamarey colsY’, los cualesdemostraronque la

eliminación por diálisis de la lactosa del preparadocomercial provoca ima drástica

disminuciónde la actividadlipásica,sin afectara la actividad esterásica.

lV.2.3.- SEMIPURIFICACIONDEPROTEINASPORPRIECIPiTACIONTRAS

LA ADICION DE SULFATO AMONICO

.

Como ya semdicó en la ParteExperimental(ver HL 4.2.) sepreparóini gradientede

disolucionesde la lipasacruda de Rkmieheí con distinto grado de saturación de sulfato

amónico.La formacióndeprecipitadosolo seprodujo ai las disolucionesconmásde ini 50%

de saturación;por tanto,fue con los residuosobtenidostras centrifugardichasdisoluciones

con las que sellevó a cabola caracterizaciónenzimática.

IV.23.s.- Determinaciónde ¡a concentraciónde nroteinas

La determinaciónde la concentraciónde proteínasde los precipitadosobtenidosse

realizó por el método deBradford, ya que el método del biuret no era válido en estecaso

debido a las posiblesinterferenciasquepodríanproducirseentreel reactivo del biurety el

sulfato amónico.

En la Tabla 27 aparecenlos resultadasdeconcentraciónde proteínasde los residuos
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(dializadasy no dializados)obtenidosporprecipitaciónde las proteínascon diferentesgrados

de saturacióncon sulfato amónico.Los resultadosseexpresanen miligramosde proteínapor

mililitro de disolución,yaqueestosresiduosserecogierony sediluyeronen tampónTris-HCl

(50 mM) pH’8,0.

Tabla27: Concentraciónde proteínasdela lipasasemipurificadaporprecipitacióncon sulfato
amónicoy posteriordiálisis. Método de Bradford.

% saturacIón con sulfato

amónico

precipitado NO dializado

(mg/mi)

precipitado dializado

(mg/mi)

50 %

60 %

70 %

80 %

0,72±0,04

2,21±0,03

2,31±0,03

3,80±0,04

0,45±0,03

1,37±0,04

1,63±0,03

1,74±0,05

LOTE 5 7,76±0,01

Tras el análisisde los resultadosobtenidossepuedeobservarqueexisteunarelación

directaentreel grado de saturacióncon sulfato amónico y la concentraciónde proteínas

precipitadas,ya quecuantomayor es el porcentajede saturaciónmayor es la concentracián

del precipitadoprotéico. Al aumentarla concentraciónde sulfatoamónicoseeliminan más

moléculas de la superficie protéica para solvatar las moléculas de sal, provocandola

agregaciónde mayor cantidad de moléculasde enzima. También se observaque tras la

diálisis, la cantidaddeproteínasdisminuyesensiblemente,especialmenteen los precipitados

con mayorcontenidoprotéico.

Con el fin de compararlas actividadesespecificasde la lipasacrudadeRb.miehe:y

la lipasasemipurificadase aplicó un factor de coacciónpara expresarlos miligramos de

proteínasegúnel mismo método de determinaciónprotéica(métodode Bradford). Dicho

factor de conversión,aplicado a la actividadexpresadaen cantidadde proteínassegúnel

método del biuret, fue (8,5±0,9),valor calculado al correlacionar los valores de la

concentraciónde proteínasobtenidospor ambosmétodos(ver Tabla 15) Los valoresde

actividadespecíficay constantecatalítica (kCBt) en los que se ha aplicado dicho factor se

indicaránpor ini asterisco (*).
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Semiputificacbónde la lipasa deBkrnÉhti

IV.L3.br ElectraforeliS

En la Figura44 aparecela electroforesisde la lipasade Rh.miehei semipurificada.

t~É.

<kbr

Figur 44: ElectroforntisSDS~PAGEen condicionesreductorasde la lipasade Rh.miehei
seinipurificadaporprecipitatióflcon sulfato amoniCO.

Las dosprimerasbandasdesdeel lado derechode la electroforesiscorrespondenal

patróndeproteínasLasbandas3 y 4 correpondaia la lipasasemipurifkadaporprecipitaClOfl

en una solución con un 50 % de saturaciónde sulfato amónico; las siguientesbandas

correspondena la lipasade Rh.mieheásemipurificadacon mx 60, 70 y 80 % de saturaciónde

sulfato amónico,respectivamente.

En estaselectroforesis.seobservaquela enzimapurificadaporprecipitacióncon ini

50% dcsulfatoamónicopresentaunabandaintensa<90%)ni lazonacorrespondienteal peso

molecularde ¡a lipasade RÑ.mMhei (3OkD).
En los otrospreparadosla bandasa 30 lcD siguesiendola mássignificativa,pero al

aumentarla cantidadde sulfato amónico utilizado, aumentala intensidadde las bandas

contaminantesdepesomolecularsuperior,debidoa queel procesodeagregaciónprotéicaes

mayor.

Tras el estudiode estaselectroforesis,sepuedeconcluir que la precipitaciónde la

lipasa cruda comercial de Rb.m¡ehei(Lipozym¿> 1000014 con un 50% de saturaciónde

sulfato amónicopennitela purificación casi total de dichalipasa.

W.2.3.c,- Determinaciónde 1. actividadesterásica

Unavezconocidala concentraciónprotéicadecadauno de los residuosobtenidostras

laprecipitacióncon sulfatoamónico,seprocedióa la determinaciónde laactividadesterásica

remanente,para analizar el grado de modificación de esta actividad tras el procesode
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semipurificación,que estádeterminadopor el factor de semipurificacián(F).

Determinaciónde la actividad esterászcaespecifica

En la Figura 45 serepresentanlas rectasde variaciónde la velocidadde la reacción

de hidrólisis del acetatodep-nitrofenilo frentea la concentraciónde proteínasde la lipasa

cruda de Rh.miehe¿y la lipasasemipurificadapor precipitacióncon distintosprocentajesde

saturacióncon sulfatoamónico.En la Figura46ay 46b serepresentanlas rectasde actividad

esterásicadela lipasasemipurificadaporprecipitacióncon sulfatoamónicosin y conposterior

diálisis

0.1B

Figura 45: Comparaciónde la actividadesterásicaespecíficade¡a lipasaRhsnreheicruday
seniipuriflcadapor precipitacióncon distintosgradosde saturaciónde sulfato amonico.
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Semipu4f¡caciónde la lipasa de Rh.mieIaei
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Figura46: Actividad esterísicaesDecíficade la lipasasemipunficadapor precipitacióncon
distinto grado de saturaciónde sulfato amónico. A) sin posteriordiálisis, 8) con posterior
diálisis.

En la Tabla 28 se recogen los valores de actividadesterásicaespecíficaparacada

residuo,tanto dializadocomo sin dializar. La actividadespecíficaseexpresóporcantidadde

proteínasdeterminadassegúnel métodode Bradford.

Tabla 28: Actividad esterásicaesnecificade la lipasade RA.nneheicruday semipunficada
por precipitacióncon distinto grado de saturaciónde sulfato amónico(con y sin posterior
diálisis).

saturaci6n con
sulfato am6nico

(%)

precipitado NO
dializado

(mmol/min mgprot) F

precipitado
dializado

(mmol/min mgprot) E

50 %

60%

70 %

80 %

321±28 5,3

67±6 1,1

72±14 1,2

40±2 0,6

68±10 1,1

11±2 0,2

9±2 0,1

16±1 0,2

LOTh 5 60±5(*) 1
(a) seaplicó .1 factor de corteoc’~, (frS.5±O.9)par. expresar la catdad de proteína ngúa .1 mÉtodo de Bradford.

It-

0.04 0.06 0.12
~a*adé, peCáis (a,fl*

0.04 0.06 0.12 0.16
nsflpasa*efl
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A la vistade estosresultados,sepuedeconcluir quela precipitaciónde las proteínas

con un 50% de saturaciónde sulfato amónicosuponeun importantísimoincrementode la

actividadesterásicacanrespectoala lipasacruda.Porel contrario,laprecipitacióncon mayor

cantidad de sulfato (60 y 70 % de saturación)suponeuna minima modificación de la

actividad, respectode la lipasacruday una disminuciónde estaactividadesterásicacuando

la saturaciónes del 80% (Figura 45 y 46a)

Como resultadode la diálisisposterior(Figura46b)seproduceunafuertepérdidade

la actividadesterásicade la ennma.Estehechoconfirmalos resultadosnegativos,en cuanto

a la actividadesterásicadelprocesode diálisis, comentadoanteriormente(verJV.2.2.b.; Tabla

25).

Determinaciónde las constantescinéticasde la actividadesterásica

A contínuación,sedeterminaronlas constantescinéticasde la reacciónde hidrólisis

del acetatode p-nitrofenilo catalizadapor la lipasa de Rh.miehezcruday sernipurificadacon

un 50% de saturaciónde sulfato amónico. Se eligió estaenzimasemipurificadaporquefue

la quepresentómayor actividad esterásica.

En la Figura 47 se representanlas curvas de Michaelis-Mentende la actividad

esterásicade la lipasacrudade Rb.mie/ze¡y semipurificadacon un 50 % de saturacióncon

sulfato amónico. En la Figura 48 semuestrala representaciónlineal de Eadie-Hofsteede la

ecuaciónde Michaelis-Menten.
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Figura47: Curvasde Michaelis-Mentede actividadesterásicade la lipasaRh.mieheicruda
y semipurificadapor precipitacióncon sulfato amónicoal 50% de saturación.
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Figura 48: Representaciónde Badie-Hofateede actividad esterdaicade la lipasa Rha’niehe¡
cruday semipunficadapor precipitacióncon sulfato amónicoal 50% de saturación.
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En la Tabla 29 aparecenlos resultadosobtenidos,comparadoscon los valoresde la

lipasaantesde la semipurificación.

Tabla 29: Constantescinéticasde actividadesterásicade la lipasa cruday seinipurificada
por precipitacióncon un 50%de sulfato amonhco.

ENZIMA KM

[N’f] (mmol/min mgprot)

cruda

SP

(7±l)l0~ 102±l7(*)

(7±1)10-a 82±7

el factorde corrección(frS,5±0,9)paraexpresarla cantidadde proteínasegúnel método(*) seaplicó
de Bradford.

Analizando las constantescinéticasse observaque la lipasade Riian¡ehei, tras el

procesode semipunfícaciónporprecipitacióncon un 50% de saturaciónde sulfato amónico

conservasu comportamientocinético de actividadesterásica,puesto que el valor de las

constantescinéticas(k~~ y KM) essimilar parala lipasacruday parala lipasasemipurificada,

dentrodel error experimental.Por el contrario,seproducemx aumentomx incrementonotable

de la actividadesterásicaespecífica(Tabla28), expresadapor cantidadde proteína,debido

a la eliminaciónde impurezascontaminantes.

IV.2.3.d.- Determinaciónde la actividadlinásica

IV.2.3.d.1.-Hidrólisis de aceitede oliva

Paracompararla actividadlipásicade las lipasasde Rh.m¡ehe¡semipurificadas,con

distinto grado de saturaciónde sulfato amónico,seempleó como reaccióntest la hidrólisis

de aceitede oliva siguiendoel métodoA (ver I1L3.3.a.J.).

En la Figura 49 serepresentanlas rectasde variación de la velocidadlipásica,en la

reacción de hidrólisis de aceite de diva, de la lipasa cruda (lote 5) y de la lipasa

semipurificadaporprecipitacióncon distintosgradosde saturacioncon sulfato amónico.En

las Figuras50ay SOb serepresentantambiénla actividadlipásicade la lipasasemipurificada

por precipitaciónsin y con postenordiálisis.
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Figura 49: Comparaciónde la actividadlipasicaespecíficade la lipasaRh.miehe,cruday
semipurificadapor precipitación con distintos gradosde sauraciónde sulfato amónico.
Reaccióntest: bidr6liais de aceitede oliva (métodoA)

0.12

Figura 56: Actividad lipásíca específicade ¡a lipasasemipunficadapor precipitacióncon
distinto grado de saturaciónde sulfato amónico. A) sin posteriordiálisis, E) con postenor
diálisis. Reaccióntest: h¡dr6lis¡s de aceitede oliva (métodoA)
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Resultados y Discusión

En la Tabla 30 serecogenlos valoresde las actividadeslipásicasespecíficasde los

precipitadosprotéicos obtenidos, tanto dializados como sin dializar, en la reacción de

hidrólisis de aceitede oliva.

Tabla 30: Actividad lipásica específicade la lipasa de Rh.m¡ehei semipurificadapor
precipitacióncon sulfato amónico(con y sin posteriordiálisis). Hidrólisis de aceitedeojiva
(métodoA)

saturación con
sulfato amónico

(%)

precipitado NO
dializado (mmol/min

mg) F

precipitado dializado
(mmol/min mg)

F

50 %

60 %

70 %

80 %

(7,Ot0,2>l0-~ 3,2

(2,8±0,2)10~ 1,3

(3,0±0,2)1& 1,4

(2,l±O,2>l0-~ 1,0

(2,0±0,4)l0-~ 0,9

(0,6±0,1)l0~ 0,3

(0,4tO,2)lO-~ 0,2

(0,3±0,1)l& 0,1

LOTE 5 (2,2±0,3)l0-3(*)
F factorde punficación
(*) seaplicó el factordecorrección(f=8,5±0,9)paraexpresarla cantidaddeproteínasegúnel método
de Bradford.

De estosresultadossepuedededucirquela purificaciónporprecipitacióncon sulfato

amónicoal 50% de saturacióndé lugaraunaproteínacon mayoractividadlipásicaespecífica

que la lipasacrudacomercial(Lípozymet lOOOOL) (Tabla 19). No obstante,el procesode

diálisis reducela actividadlipásica(hidrólisisde aceitede oliva), tal como seobservóen la

sección anteriormente(ver IV.2.c; Tabla .26). Así pues, se puede concluir que la

purificación de la lipasa de Rh.mieheipor diálisis reduce la actividad lipásica debido

probablementea la eliminación de moléculas de polisacáridosunidos a la proteína no

covalentemaxte,y que favorecen la unión de la lipasa (glicoproteina)a la interfaseoleo-

acuosa,procesoindispensableparael desarrollode la actividadlipásicade las lipasas.

IV.2.3.d.2.-Hidrólisis de tributirina

Al intentardeterminarlas constantescinéticasde la reaccióndehidrólisis de aceitede

oliva catalizadapor la lipasa de Rh.mwhe¡semipurificadapor precipitacióncon sulfato

amónicoal 50% de saturación,surgierongrandesproblemasdebidoala pocasensibilidaddel
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método paramedir la variación de la actividad al variar ligeramentela concentraciónde

sustrato.Por estarazónseutilizó el método de hidrólisis de tributimna (ver HL 3.3.sfr.) que

presenta~mamayor sensibilidady es el método recomendadopor el laboratorio Novo-

NordislO62,productorde los lipasascomercialesLipozyme® 1M20 y 1 OOOOL paraestudiarla

actividadlipásica de estaenzima,

Determinaciónde la actividad¡básica

Una vez comprobadoque el procedimientoexperimentalde semipurificacióncon el

queseobtienenmejoresresultadasde actividadlipásicafue saturandola enzimacon un 50%

de sulfato amónicoserepitió la senúpurificaciónbajo esascondiciones,pero amayarescala

y sedeterminosuactividadlipásicaespecíficapor la reaccióndehidrólisis detributirina. Los

resultadosde estos ensayos,parala lipasacrudade Rh.miehei(lote5) y sen»purifícada(SP),

aparecenen la Figura 51. representandolas rectasde velocidadde reacción(hidrólisis de

tributirína)frente a concentracióndeproteínas,determinadapor el método de Bradford.

Figura51: Rectasde actividadlipásicade la lipasacrudade Rh.mtehe’y semipurificadapor
precipitacióncon un 50% de saturacióncon sulfato amónico. Reaccióntest: hidrólisis de
tributirina.

~vdcad O r~ds (nwuS*tg
0.010

0.000 0.004 0.006 0.012 coja
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Resultados y Discusión

El valor de las pendientesde dichas rectas,que determinanla actividad lipásica

específicade la lipasacruday semipurificadaaparecenen la Tabla 31.

Tabla 31: Actividad lipásicaespecíficade la lipasade Rkmieheicruday seniipurificadapor
precipitacióncon un 50 % de saturaciónde sulfato amónico. Reaccióntest: hidrólisis dc
tributirina.

(mmol/min mg) 1

0,75±0,04(*) 1,0

2,6

7 (factorde puñficacón)
se aplicó el factorde corrección(f=8,5±0,9)paraexpresarla cantidadde proteínasegúnel método

de Bradford.

Tras la semipurificaciónpor precipitación,con mx 50% de saturación de sulfato

amónico,seproduceun importanteaumentoen la actividadde la lipasade Rh.miehe¡ en la

reacciónde hidrólisis de tributirina. El factor de semipurificación(F) expresadoen función

de la actividadlipásicaessemejanteen las dosreaccionestest utilizadas:hidrólisis de aceite

deoliva (F= 3,2)(ver Tabla 30) y de tributirina (F==2,6)(verTabla 31)

Determinaciónde las constantescinéticasde actividadlwásica

Una vezdeterminadala actividadlipásicaespecíficade la lipasade Rh.miehe¡cruda

y semipurificada (SP) se llevó a cabo la determinaciónde las constantescinéticasde la

reacciónde hidrólisis de tributirma catalizadapor dichasenzimas.

En la Figura 52 se representanlas curvasde Michaelis-Mentenpara ambaslipasasy

en la Figura 53 aparecela representaciónde Eadie-Hofstee,con la cual se representa

linealinentela ecuacióndeMichaelis-Menten.
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Figura 52: Comparaciónde las cunas de actividad lipásica do la lipasa cruda y
semipunflcadapor precipitacióncon sulfato amónico al 50% de saturación,ajustadasa la
ecuaciónde Michaulis-Menten,Reaccióntest: hidréliuis de tributiriua.
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Figura53: RepresentacióndoSadie-Hofateedeactividadlipásicado la lipasaRh.mieheicmda
y semipurificadapor precipitacióncon sulfato amónicoal 50%. Reaccióntest: hidrólisis
de tributirina.
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Resultadosy Discusión

Los valoresde las constantescméticasde actividadlipásicade la lipasade Rh.m¡eheí

cruday semipuririfcadaporprecipitacióncon un 50% de saturaciónde sulfato amónico(SP)

aparecenen la Tabla32.

Tabla32: Constantescinéticasdela lipasacruday semipurificadaporprecipitación.Reacción
test: hidrélisis de tributiñna.

ENZIMA KM

[Nf] (mmol/minmg)

cruda

SP

0,06±0,01

0,06±0,01

l,I0±0,08(*)

3,8±0,3
(9 seaplicó el factorde corrección(f=85±0,9)pafaexpresarlacantida~ide proteitiasegúnel metodo
de Bradford.

Como ocurríacon la actividadesterásica(ver 1V2.3.a., Tabla 29), el valor de la

constantede Michaelis (KM) esigual para ambasenzimasdebidoa que la concentraciónde

sustratoen la interfaseessimilar en amboscasos.Por el contrario, el númerode recambio

(ko) es superiorparala enzimasemipurificadadebido al aumentode la actividadlipásica

como consecuenciade la eliminaciónde contaminantes.

l?V.2.3.d.- Estudio de la estabilidadtérmica de la lipasa de Rh.miehei cruda y

seminurificada

Una vez analizadala variación de la actividadlipásicay esterásicade la lipasa de

Rh.miehei cruda y semipurificadase estudióla termoestabilidadde dichas enzimas.Dicho

estudio se aplicó unicamentea la lipasasenuipurificadapor precipitación con un 50% de

sulfato amónicoporque fue la enzimasemipurificadamás activa y sobre la que se han

centradolos estudiosposteriores.

Como seindicó en la parteexperimental(ver HL5.3.), las enzimassemantuvierona

diferentestemperaturas(37 y 50 0C) en mx medio similar al de la reacciónde hidrólisis de

tnbutirina, reaccióntest de análisisde la termoestabilidadde la lipasa de Rh.nnehezcrudae

mmovíhzada.

Las curvas de desactivaciónenzimáticaobtenidasse ajustarona una ecuaciónde

decrecimientoexponencialsimple (ecuación29),paralo cual seutilizó el programaEXFIT

203



Sentipur4flcaciónde la lipasa deRh.miehei

del paqueteintegradoSIMFIT versión4 254

Acti{’idad residual= A e~ + c [29)

Para explicar los resultadosobtenidosse utilizó el modelo de Henley y Sadana274,

representadoen el Esquema25:

E —~—* Ei
(12

Esquema25: Esquemado desactivaciónenzimática.

dondelc~ y k
2 son las constantescinéticasde desactivación;E, E1 y E2 son las actividades

específicasde la enzimay de los intermediosformadosduranteel procesode desactivación

y a1 y «2 son las relacionesentrelas actividadesespecificasde la enzimay cadauno de los

intermediosdedesactivacián,«1= E1/E y a2= EjE

Estosautoresconsideranque la constantedel ajuste(A), a un tiempo determinadoes

elpromediode lasactividadesespecíficasde cadaestado(ecuación30),siendoE0 la actividad

micíal a t0

E + a1E1~-«2 E2
[30)

E0

Estaconstantepuedeexpresarseen funciónde los parámetrosinicialescomo seindica

en la ecuación 31, en la que se considerandecrecimientosexponencialessimplespara

describir
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Resultadosy Discusión

En lasFiguras54 A y B serepresentanla evoluciónde la actividadresidualde ambas

enzimasa 370C (FigurasA) y 500C (Figura 8).

ESTASUDAD A £0 C

Acatad mudad <3<)

Figura 54: Curvasde desactivaciónde la lipasa de Rh.míeheícruday senxipurificadapor
precipitacióncon un 50%de saturaciónde sulfato amónico.A) a 37 0C y B) a 50 0C.

A partir de los ajustesobtenidossecalcularonlos valoresde los parámetrosde dicha

ecuación: constantedel ajuste (A), relación de actividades(a
1), constantecinética de

desactivación(k1) y actividad remanente(c = «4 que aparecenen la Tabla 33.

ESTABILIDAD A 37

A.vf dad ,n¿dud <3<)
120

-4- ——

o
0 10 m 30 40 60 60 70 U O 10 20 30 40 10

Ssupo <ha — —

205



Semipur4flcaciónde la lipasa deRh.miehei

Tabla 33: Parámetrosde desactivaciónenzimáticaa 37 y so 0C de la lipasade Rh.m¡eheí
cruday semipurificadapor precipitacióncon un 50% desulfato amónico.

ENZIMA -T A a
1 k

(
0C) (%) (%) (Ir’) (%)

cruda

SP

37 57±5 43±3 0,27±0,05 29±2

37 92±4 7,7±0,3 0,047±0,006 0

cruda 50 88±7 12±0,9 0,38±0,03 6,6±0,4

50 96±3 4±0,01 0,17±0,01 0

A la vista de estos resultadosse observaque aunqueel procesode desactivación

enzunáticaes más lento para la lipasa semipurificada(SP>, ya que su constante de

desactivación(k) es menora ambastemperaturas,estaenzima(SP) esmenostermoestable

debidoa la pérdidatotal de su actividadcon el tiempo, puesto que su actividadremanente

final (c) es cero, mientras que la lipasa cruda amxquese desactivamás rapidamenteal

principio mantienenciertaactividad.

Desdeel punto industrial, aunquela lipasasemipuriificadaes másactivay el método

de obtenciónes muy sencillo y de bajo coste,presentael gran invonvenientede su baja

estabilidada lo largo del tiempo,por lo que sesometióa un procesode inmovilización con

el objeto de incrementarsu estabilidady permitir su utilización a gran escala.

IV.2.4.- CONCLUSIONESOBTENIDASTRAS LA SEMIPURIFICACCIONDE

LA LIPASA DE RJtmiehei

Tras semipurificar la lipasa de PJunieheipor tres métodosdistmtos dos de ellos

basadosen la separaciónde proteinasen función de sutamailo moleculary otro en función

de susolubilidad,sepuedeconcluir que la metodologíamásadecuadaes la precipitaciónde

proteínasporsaturacióncansulfatoamónico.Estemétodoesexperimentalmentemássencillo

que las sucesivasultrafiltracionesy los resultadosobtenidosson más satisfactoriosque los

obtenidostras el procesode diálisis y sucesivascentrifugaciones,ya que tras la diálisis se

produceuna importantepérdida de la actividad lipásica, aunqueno varía la actividad

esterárica.
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Resultados y Discusión

La lipasa de Rh.m,eheise semipurificó utilizando distintas cantidadesde sulfato

amónico(expresadasen porcentajede saturación),obteniendolos mejoresresultadoscon un

50% de~saturacián.El contenidoprotéicodel precipitadoen estascondicionesfuemenorque

el de los precipitadosobtenidoscon mayor saturaciónde la sal, debido a que el grado de

purificaciónalcanzadofue mayor,como se comprobótras el análisisde los precipitadospor

electroforesis,ya queel precipitadoobtenidoconun 50%de saturaciónpresentabaunabanda

en la zona de 30 kD, correspondienteal pesomolecularde la lipasa de Rh.m¡ehe¡(3OkD),

teniendo en cuenta el posible error experimental.De estaforma, se confirma la total

purificaciónde la lipasacrudacomercialde Rh.m¡ehe¡(Lipozymet lOOOOL) por un método

experimentalmuy sencillo (precipitacióncon un 50% de saturaciónde sulfato amónico).

Además,secomprobóque la lipasapurificadapresentabamayoractividadlipásicay esterásica

que la lipasa cruda.

Todos estosprecipitadosfueron posteriormentedializados,pero los resultadosde

actividadenzimática,lipásicay esterásicafueronmuypobres,por lo quesedecidió considerar

el procesode semipurificaciónsin posteriordiálisis. En conclusión,el método óptimo para

semipurificarla lipasade R.h.miehet,entrelos analizadosen la presenteTesis Doctoral,ha

sido la semipurificaciónporprecipitacióncon un 50 % de saturaciónde sulfato amónico.

Estametodologíaseescalócon gran reproducibilidady seanalizó en profundidadel

comportamiento de la lipasa semipurificada obtenida. Para cuantificar el grado de

semipwfficaciónseutilizó el factor de semipurificación(F), que relacionala actividadde la

enzimasemipurificadacon la actividadde la enzimacruda. Estefactor esalgo mayorpara

la actividadesterásica(F=5,3) queparala actividadlipásícalipásica(hidrólisis de aceitede

olivaF=3,2 e hidrólisisde tributirina F’=2,6) y en todoslos casosel factorde semipurificación

essuperior a la unidad, lo que indica que se ha producidoun aumentoconsiderablede la

actividadenzimática.

El estudiode las constantescinéticasde la actividadesterásica(hidrólisis de acetato

de p-nitrofenilo) muestraun comportamiento semejantepara la ‘enzima cruda y la
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semipurificada.Respectoa la actividadlipásica,sehaproducidomi aumento del númerode

recambio(k~~) tras el procesode semipurificación,debidoprobablementea la eliminaciónde

contaminantesinterfaciales.

Porúltimo, seanalizóla estabilidadde la lipasasemipurificadaporprecipitacióncon

un 50% de sulfatoamónicoa 37 y 500C y seobservólapérdidatotal de suactividadlipásica

aambastemperaturas,mientrasquela lipasacrudammtienetnaactividadremnmente.Desdeel punto

devista industrial esun inconvenientede gran importancia.

Así pues,enconjunto,sepuedeconsiderarqueel nuevobiocatalizadorobtenidopresenta

mejorescaracterísticasen las reaccionesdehidrólisis de los sustratosestándarque la lipasa

cruda,aunquesu termoestabilidades menor.
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Resultados y Discusión

117.3.-INMOVILIZACION DE LA LIPASA DE Ahizomucormiehel

La lipasade R.h.mtehe¡seinmovilizó porunión covalentea un soportede sílice (ver

114.6.y 1115.),previamenteactivadopor el métodode la 2,4,6-tricloro-l,3,5-triazina(TCT>,

como muestrael esquemasiguiente:

Cl O
— N Activación — N INMOvILIZACION

2 OH ~ 1’4 >—CJ delasflice N )—CI Enz-NH2 N

CI a,
Sílice 2,4,6-tricloro-1,3,5-Iriazina

Esquema25: inmovilización de la lipasa de Rh.miehetpor enlacecovalentecon sílice,
previamenteactivadavía TCT

En lapresenteTesisDoctoralsesiguió estemétodode inmovilización de la lipasade

Rh.míehe¡por enlacecovalente,con el objeto de compararsus característicasy actividadcon

el derivadocomercial(LipozymJ1M20) de lipasade Rh.mnieheiinmovilizadapor adsorción

sobreunaresinade intercambioaniónico(Duolite-A568).

Como ya seindicó en la Introducción (ver II.4.6) la inmovilización de enzimaspor

unión covalentesebasaen la activaciónpreviadedeterminadosgruposquímicosdel soporte,

queposteriormentereaccionaráncon gruposnucleáfilosde laproteína.Losgruposfunciona]es

de las proteínasimplicadoscon mayor frecuenciaen esteprocesode inmovilización son los

gruposE-aminode los residuosde lisina, situadoshaciael exterior de la superficieprotéica.

Utilizando la informaciónestructuralde la lipasade Rh.mrehe¡depositadapor Brady

y cclx.~ en el Bancode Datosde Proteinasseanalizóla disposiciánde los residuosde usina

en la estructuradeestaenzima,como seindicó en la Introducciónal estudiarla estructurade

la lipasa de Rh.miehe¡(ver II.3.3.h; Figura 23).

En la Tabla 34 se indica la posición de estos residuosde lisina en la estructura

primaria de la lipasa de Rh.m¡eheiy el grado de accesibilidadde cada uno de ellos al

disolvente,de acuerdocon la informaciónrecogidaen la Tabla 4. (ver lL3.3.l~’)

N
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Tabla 34: Posición y accesibilidad de los residuos de usina de la lipasa de Rh.miehe¡.

posici6m en estructura V grado de accesibilidad (A)

50

53

73

106

109

131

137

112

83

10

90

78

144

0

Todos los residuosde lisína de la lipasadeRiuníehe:secolocanen la zonaexterna

de la proteina debio a su caracterpolar, excepto la usina 137 que está completamente

enterrada,lo quepermitela unión covalentedeestaenzimaa la sílice previamenteactivada.

Asimismo, secompruebaque ningún residuode lisma se colocaen la tapaderay en zonas

adyacentesal centroactivo, por lo queno seimpedirá la normal actividadde la lipasade

Rh.,nieheítras el procesode inmovilizaciónpor enlacecovalente.

Unavez comprobadoquela lipasade Rhan:ehe,nopresentabaningún inconveniente

estructural para ser inmovilizada por enlace covalente con sílice se llevó cabo este

procedimientoy seinmovilizó la lipasacruday semipurificadaporprecipitacióncon un 50%

de saturacióncon sulfatoamónico (SP). A continuación,se analizóla actividadlipásicade

los derivadosobtenidos,como catalizadoresde la reacciónde hidrólisis de tributirina y se

estudió su. termoestabilidadrespectoa la enzima de partida. Asimismo, se comparóla

actividad lipásica de estos derivadosinmovilizados por unión covalentey el derivado

comercial (Lipozyme’t 1M20) inmovilizadopor adsorción.

Lanomenclaturautilizadaparadesignarlos derivadosinmovilizadosfue la siguiente:

Cruda —> lipasacruda(Lipozymet IOOOOL)

SP -+ lipasasemipurificadapor precipitacióncon un 50% de saturaciónde

sulfato amónico
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1MW —* lipasainmovilizadaporadsorción(Lipozyme® 1M20)

SIL-C —* lipasacrudainmovilizadapor enlacecovalente

SP —* lipasaseniipurificadapor precipitacióncon un 50% de saturaciónde

sulfato amónico

SR-SP—* lipasasemipurificadae inmovilizadapor enlacecovalente

IV.3.l.- SEGUIMffNTO DEL PROCESODE INMOVILIZACION

Duranteel procesode inmovilización sehizo un seguimientode la concentraciónde

proteínasen el sobrenadante,utilizando el métododelbiurety la actividadlipásicaespecifica

de dichasproteínasen la reacciónde hidrólisis de tnbutirma (ver 1L3.3.b.) con el fin de

determinarel tiempoóptimo demmovihzacíónEn la Figura55 serepresentanlos resultados

obtenidosduranteel procesode mmovilizacíón

..sa aróu. (miS a,fadMpftk. ¿husa’ s

300 0.10

275

sc

30

176

150

125

100

0.08

0.06

0.04

0.02

0.00
50

Figura 55: Evolución del procesode inmovilización de
covalentecon sílice activada.

la lipasade Rh.miehe¡por enlace

Durante la inmovilización la concentraciónde proteínasen el sobrenadantefue

disminuyendo.A partir de las 30 horasla concentraciónde proteinaálibres se estabilizó

O 10 20 20
— —
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debidoa la saturacióndel soporte,por lo que el procesodeinmovilización sedetuvoa las 48

horas,tiempo tras el cual seconsideróque ya sehabíanformasolas unionesmultipuntuales

enzima-soporte. -

La actividadespecíficade las proteínasno inmovilizadassematuvo constantedurante

el proceso,lo cual indica quelas proteínasquesevan uniendoal soportemantienentoda su

actividady no han sido desnaturalizadasduranteel procesode inmovilización.

En la Tabla 35 serecogenlos resultadosdel procesode inmovilización,

Tabla 35: Inmovilización de la lipasa de Rkmieheipor enlace covalente con sílice,
previamenteactivadacon 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina(TCT).

soporte
(g)

carga enzi¡natiea
(mg prot/

mg soporte)

im¡novilizaciá,
(V.)

actividad
retenida<”

(%)

0,045 96 3,6

0,028 59 9

proteína
inicial
(mg)

5 237

11 526

(#)i~idad retem~aespecífica,referida a la actividadde lalipasacrudaen la reacciónde hidr6lisis
de tributfríma.

Al realizarel procesode inmovilizacióna mayorescalano seobtuvieronlos mismos

resultados.El gradode inmovilización, que estádeterminadoporel valor del porcentajede

inmovilización y por la cargaenzimáticadel derivado,fue mayor en el procesoa menor

escala,debido a que el volumen de la reacciónesmenor, lo cual favorecela agregación

enzinxáticay la unión demayorcantidadde proteínasal soporte.Por el contrarío,la actividad

retenidadel derivadoobtenido a pequ~aescalaesmenor,aunquesu cargaenzimáticasea

mayor, debido a que la mayor acumulaciónde proteínassobreel soportey su agregación

dificulta la accesibilidaddel sustratoa los centrosactivosde la enzima,con lo cual aunque

un derivadopresentemayor cargaenzimáticasuactividadretenidapuedesermenor.

La actividad retenidade los derivadosinmovilizados sobresílice es muy bajasi se

comparacon los resultadosobtenidosal inmovilizar la lipasade C.cylíndraceacomercial

según esta metodología (56%)u6, ya que ambos derivadospresentancargas enzimáticas

semejantes(0,047mg de lipasade C.cyhndracea/mgde soporte).Estosresultadosdeactividad

retenidatan disparespuedenser debidosa las diferenciasestructuralesde ambáslipasas
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Tabla36: Propiedadesestructuralesde laslipasasde Rh.mzehe¡y de C.cylíndracea.

propiedades estructurales lipasa de RA.n,iehei lipasa de C.cylindracea

peso molecular(kD)

pto.isoeléctrico

Lisinas

30

4

7

62

5,0-5,8

17

IV.3.2.- COMPARACION DE LOS DERIVADOS INMOVILIZADOS DE LA

LIPASA DE Rkmiehe

¡

A continuaciónsehizo un estudiocomparativode la lipasadeRh.m;ehe¡inmovilizada

por unión covalentea un soportede sílice (SIL-C) y el derivadocomercial de dichalipasa

inmovilizadapor adsorciónsobreima resmade intercambioaniónico(Lipozyme®1M20). Lo

quepermitiócompararla efectividadde diferentesmétodosde inmovilización.

La reacción test utilizada para determinarla actividad lipásíca de los derivados

inmovilizadosfue lahidrólisis de tnbutinna (ver11L3.3.b.)

En la Figura 56 serepresentanlas rectasde actividadlipásicade ambosderivados.

vS@SdeW setu..ddn <giuuSt,Sn)

0.030

0.010

0.006

0.

Figura 56: Actividad lipásicade la lipasa de Rhsniehe¡inmovilizadapor enlacecovalente

sobresílice y por adsorciónsobreunaresmade intercambioaniónico.

213

0.020

0.015

2.0 3.0 4.0 6.0
osad depvuWnae(~S

7.0

&



Inmovilización de La lipasa de Rh.miehei

En la Tabla37 serecogenlos valoresde las correspondientespendientesqueequivalen

a la actividad lipásica específicade cadaderivadoy que sehan representadoen la figura

anterior.

Tabla 37: Actividad lipísica específicade los derivadosinmovilizados de la lipasa de
Rh.mieheipor enlacecovalentey por adsorción.Reaccióntest: hidrólisis de trihutirima

ENZIMA actividad lipísica específica

(mmol/min mgprot)

Sil-C

1M20

(4,8±0,3)1 0~

(3,8±0,4)ío~

La actividadlipásicaespecíficadel derivadoinmovilizado sobresílice unidoporenlace

covalentefue superiora la actividaddel derivadocomercialLipozyme 1M20, inmovilizado

poradsorciónapesarde sumenorcargasazimatica(cargaenzimáticade 1M20 = 0,12 mg/mg

y de Sil-C = 0,028 mg/mg). Este hecho confirma que el derivado obtenido por unión

covalaxteesmásestableen medio acuosoque el obtenidoporadsorción,ya que el primero

no pierdecargaenziináticapor estarunida covalentementey el segundosi (ver IV.1.J.b.;

Tabla 16).

Determinaciónde las constantescinéticasde actividad¡triásica

A continuaciónse determinaronlas constantescinéticasde ambos derivadosen la

mismareacciónde hidrólisis de tributirina, con el fin deanalizarla afinidadpor el sustrato

de estosderivadosinmovilizados.

En La Figura 57 serepresentanlas correspondientescurvasdeMichaelis-Menteny en

la Figura 58 la representaciónlineal de Eadie-Hofstee.
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veoádeddem.eá&,(mmd4,A~I
0.035

Figura 57: Curvas de Michaelis-Menten de actividad lipásica de la lipasa de Rhániehei
inmovilizada por enlacecovalentesobre sílicey poradsorciónsobreunaresmadeintercambio
aniónico. Reacción test: hidrólisis de trihutirina.

0.0309

0.0232

>0.0154

0.0071

0.0000
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v/[sJ

Figura 58: Representaciónde Eadie-Hofsteede actividadlipésicade la lipasade Rh.miehei
inmovilizadapor enlacecovalentesobresílicey por adsorciónsobreunaresmade intercambio
aniónico. Reaccióntest: hidrólisis de tributirina.
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Inmovilización de La lipasa de Rh.n,iehei

En la Tabla 38 aparecenlos valoresde las constantescinéticasde la reacciónde

hidrólisis de tributirina catalizadapor la lipasa de Rh.miehe¡inmovilizadapor adsorción

(1M20) y por enlacécovalente(SIL-C)

Tabla38: Constantescinéticasde actividadlípásicadelos derivadosinmovilizadosporenlace
covalentey por adsorción.Reaccióntest: hidrólisis detributirina.

ENZIMA kM

[M] (mmol/min mgprot)

Sil-C

11420

(95±2)l0~~ (8,9±l)I0~

(il5±30)i0~~ {14±1)I(V

Los resultadosde la Tabla 38 puedededucirseque la inmovilización covalentevía

2,4,6-tricloro-l,3,5,-triazina,llevadaa cabosobresíliceno es distorsionantepuesel derivado

obtenido presentaunos valores de kM y k~~1 semejantesa las del derivado adsorbido

(Lipozyme® 1M20. Por último, sí se comparan estas constantes cinéticas con las

correspondientesa la lipasacrudadeRhániehei(Tabla23)seobservaquela kM essemejante

paraambasenzimasy que el valor de k,8~ es superiorparala lipasacruda,ya que aunquela

afinidadde la lipasade Rkmieheipor la tributirina no varíatras el procesodeinmovilizacion.

la velocidadde reacciónsi varía.

Así pues,el derivado inmovilizado sobre sílice (SIL-C) puedeconsiderarsemejor

biocatalizadorque el derivado comercial 1M20 en la reacciónde hidrólisis de tributirina,

puestoqueseobtienenresultadossemejantesen cuantoa actividadlipásícaaunquelas cargas

enzimáticassonmuy diferentes(1M20 (0,12mg/mg) y SIL-C (0,028mg/mg),sin quesealtere

la especificidadde la enzima.

IV.3.3.- ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD TERMICA DE LA LIPASA DE

Rh.mieheiINMOVILIZADA SOBRESIILICE

Paraanalizarla estabilidadde la lipasade Rh.rnieheiinmovilizadaporunión covalente

a un soportede sílice sealmacenódicho derivadoa diferentestemperaturas(37 y 50 oc) en

un medio decaracterísticassemejantesal medio de la reaccióntestde actividadlipásica. La

reacción test utilizada para determinar la actividad lipásica remanentedel derivado
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mmovilizado fue la hidrólisis de tributirina, catalizadapor el derivado SIL-C tras un

determinadotiempo de almacenamientoen las condicionesindicadas.

La desactivaciándel derivadoinmovilizado se analizóa dos temperaturasdiferentes:

37 0C temperaturade la reaccióntesty a una temperaturaexterma(50 0C).

Las curvas de desactivaciónenzimáticade la lipasacrudae inmovilizada(SIL-C) se

ajustaronaunaecuaciónde decrecimientoexponencialsimple,comola utilizadaen el estudio

de la estabilidadtérmicade la lipasa de Rh.niiehei cruda y semipurificada(ver IV.2.3.d.;

ecuación29), medianteel programaEXFIT del paqueteintegradoSIMFIT versión4.0 254.

Actividad residual= A ekt + c [29]

En las Figuras 59 A y E se comparanlas curvas de desactivaciónde la lipasa de

Rh.mieheicruda e inmovilizadapor enlacecovalentecon sílice (SIl-C) a 37 oc y so oc,

respectivamente.

ESTABILIDAD A 37 c ESTABILIDAD A 50 C

-U--?
-l

t elzolida

SIL-C

60 3

A

-C~J~ffiffi O

10 20 30 40 50

S.mpopiorno)

Figura59: Curvasde desactivacióndela lipasade Rhánieheicrudae inmovilizadaporunión
covatentecon sílice (SIL-C). A> a 37 oc y B) a 50 0C.
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Inmovilización de la lipasa de Rh.miehei

Estascurvasde desactivaciónindicanque en todoslos casos(a37 y 50 0C) sealcanza

una actividadresidualconstante(c) y como seindicó en el estudiode estabilidadde la lipasa

deRh.mieheisemipurificada(SP) (ver 11K2.3.d.)los datosexperimentalesde la desactivación

enzimáticapara las diferentes temperaturasanalizadasse ajustaron a una ecuación de

decrecimientoexponencialsimple, siguiendolos modelos 3 y 8 descritospor Henley y

Sadana215.

E —~-—* Ei

a
1= E1

E2

lE

Esquema26: Modelo de desactivaciónde la lipasadeRh.miehei crudae inmovilizadasobresílice.

Esto no ocurre con la lipasa de C.cylindracea
266imovilizadasobresílice, la cual se

desactivasiguiendoun modelo lineal, hastaperdertodasu actividad.

A partir de los ajustesobtenidossecalcularonlos valoresde los parámetrosde dicha

ecuación: constante del ajuste (A), relación de actividades(a
1), constantecinética de

desactivación(k1) y actividadremanente(c = a), que aparecenen la Tabla39.

Tabla39: Parámetrosde desactivación
crudae inmovilizadasobresílice.

enzimáticaa 25, 37 y 50
0C de la lipasadeRh.miehei

ENZIMA T A a
1 k a2

(
0C) (%) (%) (h~’) (%)

cruda

SiI-C

50 88±7 12±0,9 0,38±0,03 6,6+04

50 57±6 43±4 0,08±0,02 24±4

cruda

Sil-C

37 57±5 43±3 0,27±0,05 29±2

37 42±7 58±9 1,5±0,6 56±2

La diferenciaentreambasenzimasresideen el hechode quelos estadosintermedios

de desactivación(E
1 y E) de la enzimainmovilizadasonmásactivos,ya quelos parámetros
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de actividadrelativa(a, y a) son mayores.Evidentemente,cuantomayor es la temperatura

de almacenamiento,menores la actividad residual(c = «2), ya que estámás próximaa la

temperaturade desnaturalizaciónenzimática.

Los resultadosmásdestacados,en cuantoal incrementode la estabilidadenzimática

tras el proceso de inmovilización se observan a 50 0C, ya que a esa temperaturalas

diferenciasentrelos valoresde las actividadesrelativas(aa)y las actividadesremanentes(a)

son más acusadas.

Tras analizartodos los parámetrosde la ecuaciónmonoexponencialdecrecientea la

cual se ajusté el procesode desactivaciónenzimáticade los biocatalizadoresestudiadosse

comprobóque sebabialogrado el objetivo fundamentaldel procesode inmovilización, que

es el aumentode la estabilidadde la enzima,ya queen amboscasos(37 y 50 0C) la actividad

residualremanentefue significativamentesuperiorparael derivadoinmovilizado (SIL-C).

Por tanto, se puede concluir que tanto la lipasa cruda de Rh.miehei como la

inmovilizada sobre sílice por unión covalente (SIl-C) siguen el mismo modelo de

desactivacién(Esquema26), de lo que se deduceque el procedimientode inmovilización

seguidono provocadistorsionesen la lipasade Rh.miehei,tal y comocabríapreveerteniendo

en cuentala ubicaciónde los residuosde lisina por los cualesseproducela unión covalente

soporte-enzima,los cualessesitúanalejadosdel centroactivo de la lipasadeRh.in¿ehe¿(ver

1L3.3.h.; Figura 23)

LY.3.4.- INMOVILIZACION DE LA LIPASA DE Rh.m¡ehei SEMIPURIFICADA

Como ya seindicó en la SecciónIV.2. de la presenteMemoria, tras llevar a cabo

diversosmétodosde semipurificaciónde la lipasade Rh.miehet,sedeterminóqueel método

de semipurificaciánporprecipitaciónconun 50% de saturaciónde sulfato amónicoerael más

adecuado.Aunquela lipasasemipurificadapor eseprocedimientoresultésermásactivaque

la lipasacruda,suestabilidadfue peor(ver1V2.3.d.),por lo queseprocedióa inmovilizarla,

con el fin de incrementarsu estabilidady poder así utilizarla a nivel industrial.

La lipasa de Rh.mieheisesemipurificó a mayor escalasiguiendo esametodologíay

posteriormentesemmovílizó porenlacecovalentecon sílice,previamenteactivadavía 2,4,6-

tricloro-1 ,3,5-triazina(TCT).
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Inmovilización de la lipasa de Rh.miehei

En la Tabla 40 se comparan los resultadosobtenidosal inmovilizar la lipasa de

Rh.mieheicruday semipurificada.

Tabla 40: Inmovilizaciónpor enlacecovalentecon sílice, de la lipasa de Rh.miehei cruda
(SIIL-C) y semipurificada por precipitacióncon un 50% de saturaciónde sulfato amónico
(SIL-SP).

ENZIM soporte protinicia carga enz. ¡nmov. actividad
(g) (mg) (mg prat (%) reten¡da~>

/mg soporte) (%)

Sil-C

5 237 0,045 96 3,6

tI 526 0,028 59 9

Sil-SP 2,2 10 0,0013 28,6 12,5

referidaa la actividadde la lipasacrudaenla reacciónde hidrólisis(+) actividadretenidaespecifica,
de tributirina.

El porcentajede actividad retenidase determinéanalizandola actividad lipásica

especificade las lipasas,cruday seinipunficada,antesy despuésde la inmovilización. La

reacciónde referenciafue la hidrólisis de tributirina.

Puedeobservarseque el rendimiento del procesode inmovilización de la lipasa

semipurificadaesmenorque el de la lipasacruda, aunquela actividad lipásicaretenidaes

mayor, tal y como cabíaesperaral inmovilizar unaenzimamáspuray másactiva.

Actividad¡triásica específica

En la Figura 60 serepresentala actividadlipásicade los derivadosinmovilizadospor

enlacecovalentecon sílice en la reacciónde hidrólisis de tributirina.
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VWOOWAd do ro.ooIón (mmrl/mm)
0.on

Figura 60: Actividad lipásicade la lipasa de Rh.mieheicruday semipurificada,inmovilizadas
ambassobre sílice. Reaccióntest: hidrólisis de tributirina.

En la Tabla41 aparecenlos valoresde actividadlipásicaespecíficadeambasenzimas

(cruda y semipurificada) inmovilizadaspor enlace covalente.Estos valores de actividad

especificacorrespondena lapendientede las rectasrepresentadasen la Figura 60.

Laactividadlipásicaespecíficaindicael valor de actividadlipásicapormiligramo de

proteina,determinadoporel métodode Bradford,por lo queel valor de actividadde la lipasa

cruda(inmovilizaday no inmovilizada)semultiplicó por el factor de correción(8,5±0,9).

Tabla 41 Actividad lipásicaespecíficade la lipasade Rh.miehe¡ cruday semipurificadae
ínmovíhzadassobresílice. Reaccióntest: hidrólisis de trihutirina.

ENZIMA actividad lipásica específica

(mmol/min mgprot>

cruda 0 75+0,03 (*)

Sil-C (4,l±0,2)l0.2(*)

SP 2,0±0,1

SiL-SP 0,25±0,001
factorde corrección(f=8,5±0,9)paraexpresarla cantidadde proteínasegúnel método(*) se aplicó el

de Bradford.

4
0.10

evtada~
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Inmovilización de la lipasa de RN.mielsei

Tras el estudiocomparativode la actividadlipásicade los derivadosinmovilizadosde

la lipasa cruday semipurificadase confirma que el derivadoseniipurificadoesmás activo,

como seesperaba,iuestoque la enzimade partida eramás activay la actividadretenidadel

derivadoes tambiénsuperior.

Determinaciónde las constantescinéticas

A continuaciénse determinaronlas constantescinéticasde la actividadlipásica de

ambos derivados en la reacción de hidrólisis de tributirina con el fm de analizarsu

comportamientocinéticoy su afinidadporel sustratotributirina.

En la FiguraEllas curvasde Michaelis-Menten,linealizadasenla Figura62 mediante

el modelo de Eadie-Hofstee.

0.50

Figura 61: Curvas de Michaelis-Menten de actividad lipásica de la lipasa de Rh.mzeheicruda
y semipurificada,inmovilizadas sobre sílice. Reaccióntest: hidr6tisis de tributirina

voe¿ dad de ,e.colón (mmc¿/mln)
0.012

0.10 0.2) 0.30
qonoonfraolón de tflhuDdna ¡U)
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0.0150

0.0105

~- 0.0059

0.0014

—.0031
—0.012 0.180

Figura 62: Representaciónde Eadie-Hofsteede actividadlipásicade la lipasade R/tmniehei
cruday semipurificada,inmovilizadassobresílice. Reaccióntest: hidrólisis detributirina.

En la Tabla 42 se recogenlos valores las constantescinéticasde la reacción de

hidrólisis de tributirina, catalizadapor los derivadosinmovilizados sobresílice de la lipasa

cruda(SIL-e) y seniipurificada(SIL-SP) de Rh.mxehe¡

Tabla 42: Constantes cinéticasde actividad lipásicade ¡os derivadosinmovilizadossobre
sílice de la lipasa cruda y semipurificadade Rh.iniehei. Reacción test: bidrálisis de
tributirina.

ENZIMA KM

[M] (mmol/min mgprot)

Sil-C

Sil-SP

(95±2)lO~~ (75±8>10.3(*)

(210±50)l0-~ 0,5+0 1

(*) se aplicó el factorde corrección(f=8,5±0,9)paraexpresarla cantidaddeproteínasegúnel método
de Bradford.

Al compararlos valoresde las constantescinéticas(KM y k0~1) paraambosderivados,

se observaque las constantesdel derivado SIL-SP son mayoresy que el aumentomás

importanteseproduceen la constantecatalítica(k~81), la cual incrementaen seievecessu

0.036 0.084 0.132

v/[s]
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Inmovilización de la lipasa de Rh.miehei

valor, mientras que KM experimenta un aumento del doble de su valor. Por otra parte,

comparandoestos resultadoscon los obtenidoscon las lipasasno mmovilizadas(Tabla 32)

seobservaque el valor de KM no variatras la inmovilización de la lipasacruda (KM de la

enzimacruda 0,06M y KM de SIL-C 0,09M), mientrasque aumentanotablementepara

el derivado SIL-SP (KM de SP = 0,06M y KM de SIL-SP = 0,21M). Esta diferenciaen la

evolución del valor de KM tras la inmovilizacién de estasenzimaspuedeser debido a la

eliminación de los azúcaresy pequeñospéptidosque contaminanla preparacióncomercial,

porlo que al inmovilizar la enzimasemipurificadala formaciónde la interfasenecesariapara

el reconocimientodel sustratosemodifica, fenómenoque setraduceen un aumentodel valor

de KM de SIL-SP.

Asimismo,sepuedeconsiderarel hechode que al inmovilizar la lipasacruday debido

a la gran cantidadde moléculasde glúcidos que acompañana laproteína,es factible que se

origine cierta competenciaentre las usinasde la proteina y los grupos hidroxilo de los

azucaresporunirsea los puntosactivadosdel soporte(síliceactivadavía TCT), de formaque

la inmovilización de la lipasacrudasepodríaproducir a travésde los azúcares,dandolugar

a un derivado (SIL-e) similar al obtenido por adsorción,pues el centro activo no es

modificado. Sin embargo,en el caso de la enzimasemipurificada,al estardesprovistade

azúcares,la unión covalenteal soporte activado se produceunicamentea través de sus

residuosde Usina,por lo que sepodríaalterarmásfacilmenteel centro activo de la lipasa,

modificaciónque setraduceen un aumentodel valor de la constantede afinidad (KM) del

derivadoSIL-SP respectode la enzimaSP, pero que a su veztambiénprovocaun aumento

de k0,~

IV,3.4.a.- Estudio de la estabilidad térmica de la lipasa de Rh.m¡ehe

¡

semipurificada e inmovilizada sobre silice (SIL-SP

)

Una vez comprobadoel incrementode la actividad de la lipasasemipurificadade

RJi.mieheitras el procesode inmovilización, seprocedióal estudiode la estabilidadde dicho

derivadoa37 y 50
0C, trasun periodode almacenamientoa dichastemperaturasen un medio

semejanteal de la reacciónde hidrólisisde tnbutinna,reacciónde referenciaparael estudio

de la evolución de la desactivaciénenzimática.
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En las Figuras63 A y B secomparanlas curvasde desactivacióntérmicade la lipasa

de Rhanieheíseniipurificada(SP)y de los derivadosinmovilizadosporunión covalentesobre

sílice delalipasacruda(SIL-C) y de la semipurificada(SIL-SP)medidasa 370C y a 50 oc,

respectivamente.

ESTABILIDAD A99
:08

ESTABILIDAD ASO C

Fitura 63: Curvas de desactivación térmicade la lipasade Rh.m¿ehei semipuñflcada(SP)
y de los derivadosinmovilizados (SIL-C) y (SR-SP)a (A) a 370C y (B) a 500C. Reacción
test: hidrólisis de trihutirina.

Como seobservaen las Figurasanteriorestras el procesode inmovilización covalente

se produce un importante incremento de la estabilidad de la lipasa de Rh.miehei

semipurificada,lográndoseel objetivo propuestoal desarrollaresteprocesodeinmovilización,

que era el aunientode la estabilidadde la lipasa de R/wniehet semipurificada.

Con el fin de cuantificar los resultadosobtenidos se procedió, como se indicó

anteriormenteaajustarlos datosexperimentalesde desactivaciónrepresentadosen las Figuras

63 A y B a unaecuaciónmonoexponencialdecreciente(ecuación29)

Una vezdeterminadoel valor de cadauno de estosparámetrosserealizó un estudio
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Inmovilización de la lipasa de Rh.miehei

comparativo de la termoestabilidadde la lipasa de Rh.mieheiy de todos sus derivados

obtenidosa lo largo de la presenteTesis Doctoral. Los valores correspondientesa los

parámetrosde la ecuaciónde desactivaciónenzimáticapara la lipasa de Rhaniehetcruda,

semipurificada(SP) e inmovilizadapor enlacecovalentesobresílice, tanto cruda (SIL-C)

como semipurificada(SIL-SP) serecogenen la Tabla43.

Tabla 43: Parámetrosde desactivaciónenzimáticaa 37 y 50 0C de la lipasade R/iániehei
semipurificadae inmovilizada sobre sílice (Sil-SP); la lipasa cruda y la lipasa cruda
inmovilizada sobresílice (Sil-fi)

ENZIMA r A a
1 k c=ct2

(
0C) (%) (%) (It1) (%)

CRUDA

SP

SiI-C

Sil-SP

37 57±5 43±4 0,27±0,05 29±2

37 94±4 6,1±0,2 0,042±0,004 0

37 42±7 58±9 1,5±0,6 56±2

37 52±33 48±3 0,16±0,01 48±3

CRUDA

SP

Sil-C

Sil-SP

50 88±7 12±1 0,38±0,03 6,6+04

50 96±2 4,0±0,1 0,27±0,02 0

50 57±6 43±4 0,08±0,02 24±4

50 38±3 62±4 0,10±0,03 57±2

Tras el análisis de los datos de la Tabla 43 se llegó a la conclusiónde que tras la

mmovilizaciónde la lipasasemipurificadade Rh.mieheí(SIL-SP)seincrementónotablemente

la estabilidadde dichaenzimacon respectoala lipasasemipurificada(SP)y con respectoal

derivadoSIL-C, obtenidoal inmovilizarla lipasacruda. Conel derivadoSIL-SPseobtuvieron

los mayores valores de actividad remanente(a
2) a las dos temperaturasestudiadas.El

mcrementode la estabilidades másnotable a 50
0C, ya que a elevadastemperaturasel

proceso de desactivacion.ennmáticaes también mayor, por lo que la diferencia de la

constantede desativación(k) de la lipasasemipurificadae inmovilizadasobresílice con

respectoa la constantede desactivaciónde las otrasenzimasesmásmarcada,quea 37 0C.

En conclusión, el proceso de inmovilización por enlace covalente con sílice,

previamenteactivadavía TCT, es un magnifico sistemade estabilizaciónde la lipasa de
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Rh.rniehei, puestoque los derivadosobtenidosresultaronsermuchomás estables,siendoesta

diferenciamásnotablea elevadastemperaturas.Además,seha logrado el objetivo principal

de la inmovilización de la lipasasemipurificada,queera el incrementode suestabilidad,por

lo que se solventó el inconvenienteplanteadopara la aplicación, desdeel punto de vista

industrial, de estaenzimasemipurificadaqueaunqueesmásactivaque la lipasacruda,resultó

ser muy poco estable. Por todo ello este nuevo derivado de la lipasa de Rh.miehei

semipurificadae inmovilizada,esun biocatalizadoróptimo parasu utilización industrial en

procesosde hidrólisis,
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iVA.- RESOLUCION ENANTIOSELECTiVA DE AINEs

Como se indicó en la Introducción de esta Memoria (ver 1L2.7.c.1.)uno de los

objetivosactualesde la Industriafarmacéuticaesla obtenciónde fármacoshomoquirales.En

la presenteTesis Doctoral se ha llevado a cabo la resoluciónenantioselectivade mezclas

racémicasde ácidos(R,S)2-arilpropiónicoso de susésterescorrespondientes,utilizandocomo

biocatalizadorla lipasadeRh.nnehezAsimismo, sehaanalizadocon detallela influenciade

las diversasvariablesqueintervienenen la reaccióny que puedenmodificar el rendimiento

y el grado de enantioselectividadde la misma.

Las estrategiasseguidasfueron dos:

1).- Hidrólisis enantioselectivaen medio acuoso,a partir del correspondiente

ésterracémico.

2).- Esterificaciónenantioselectiva,a partir del ácido racémico,mediante

reaccionesde esterificación en medio orgánico.

W.4.1.-ENANTIOSELECTIYIDAD DE LA LIPASA DE Rkmiehei

En la bíbliografiaserecogediversainformaciónacercade la enantioselectividadde

la lipasade Rh.miehei. Algunos autoreshan trabajado con ácidos quirales, obteniendo

resultadosdisparesacercade la enantiopreferenciade estaenzima,mientrasque los que se

han centradoen el estudiode alcoholesquiraleshan obtenidoresultadosmáshomogeneos.

Entrelos trabajosrealizadoscon ácidosauiralesseencuentranlos realizadospor Sih

y cols.24024« los cualesobservaronqueenla reaccióndehidrólisis deléstermetílico del (R,S)

Naproxeno, la lipasa de R.mieheí suministrada por el laboratorio Amano actuaba,

preferentemente,sobreel enantiómeroR de dicho éster, coincidiendocon lo indicado por

Palomay cols.247276 en las reaccionesde hidrólisis y transesterificacióndel Ketoprofeno,

utilizando la lipasade Rh.mieheisuministradapor los laboratoriosAmano y Novo-Nordisk.

Por el contarlo,Mustranta242observóunaenantiopreferenciaopuesta,haciael enantiómero5,

en la reacción de esterificación del (R,S) Ibuprofeno con alcohol amilico. Esta misma

enantiopreferenciade la lipasade Rh.m¡eheiseobservóen la reacciónde esterificaciónde
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(R,S)Ibuprofenocon 1-propanol,trabajandoen condicionessupercriticasutilizandoanhidrido

carbónicocomo disolvente241.Estosdos últimos autoresutilizaron la lipasasuministradapor

el laborátorioNovo-Nordisk.

Otros autoreshanllevado a caboreaccionesenantioselectivade esterificación277~y de

transesterificación2lThutilizando alcoholescuir y como catalizadorla lipasade Rh.miehei

de Novo-Nordisk, observando en todos los casos una enantiopreferenciahacia el

estereoisómeroR, aunquecon diferentegradode enantioselectividadsegúnfueralanaturaleza

del alcohol estudiado,debido ala formaciónde un complejoacil-enzima,característicopara

cadaácido,cuyaestructuray orientacióninfluye directamenteen el procesode aproximación

posteriorde los enantiómerosdel alcohol2m,favoreciendode estaformala esterificacióncon

un determinadoisómerodel alcohol.

Estosresultadosdisparesdifícilmentepuedenatribuirseal efectodevariablesaquirales,

como las que constituyenel medio de reacción;sino que lo másprobableesque seadebido

al distinto origen y/o grado de purificación de las preparacionesenzimáticascomerciales.

Como ya seha indicado,en las reaccionesllevadasa cabopor los autoresantescitadosse

utilizaronlipasasdeRhan¿eheiprocedentesdedistintoslaboratorios(Novo-Nordisky Amano).

El diferente origen de la preparaciónenzimáticapuedeser un factor importanteen la

modificacióndela enantiopreferaiciade estalipasa,ya quecomo observóSonnet277’el grado

de enantiopreferenciade la lipasade Rh.m¡eheien la reaccióndeesterificaccióndeácido

octanáicocon (±)2-octanol en hexano,varia segúnel laboratoriosuministradorde la

enzima;así la lipasa de Novo-Nordiskpresentabaunagran enantioselectividad,la lipasade

Gist Brocadesuna enantioselectividadmediay la lipasade Amano una enantioselectividad

muy pobre.

IV.5.- HIDROLISIS ENANTIOSELECTiVÁ DE ESTERES DE

ÁCIDOS (RS> 2-ARIIJPROPIONICOS

Con el objeto de obtenerel enantiómerofarmacologicamenteactivo (S(+)) de los

AINES derivadosdel ácidos(R,S) 2-arjípropiónicoy de acuerdocon la informaciónrecogida

en la bibliografía, acercade la enantiopreferenciade la lipasade Rh.m¡ehe¡del laboratorio
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Novo-Nordisk; seplanteócomo primeraestrategiael desarrollode la reacciónde hidrólisis

enantioselectivade los ésteresracémicosde dichos ácidos.

Como sustratosdeestareacciónseemplearonlos ésteresbutílicos de los ácidos(R.S)

2-arilpropiónicos.La reacciónde hidrólisis de dichosésteresfue catalizadapor la lipasade

Rhanieheinativa (Lipozymet 10000L) e inmovilizadapor adsorciónsobre una resmade

intercambioaniónico(Lipozyme®1M20) en medio acuosoapH neutro,370C y 143 horasde

reacción, según el método 13 de hidrólisis enzimática de ésteres descrito en la Parte

Experimentalde estaMemoria (ver 111.7.2.)

Los rendimientosde la reacción (expresadaen porcentajede ácido liberado) y la

enantioselectividaddel ácido liberado (expresadoen excesoenantiomérico(ee)~ asi como el

valor del coeficienteenantiomérico(E) (ver 1I.2.5.b.1.)aparecenen la Tabla 44.

Tabla 44: Resultadosde la hidrólisis de los ésteresbutilicos de los ácidos (R,S) 2-
anípropiónicoscataiizadapor la lipasadeRh.miehe¡ (143 Ii).

esterbotílico de enzima rend. ee E
(%) (%)

IBUPROFENO cruda 13,6±0,6 9,0±0,3(5) 1,2

1M20 56±2 3,0±0,1(5) 1,1

2-FENIiLPROPIONICO cruda 20,1±0,4 51±2(5) 3,5

1M20 98,6±0,1 27±1(5) >50

NAPROXENO cruda 67±9 30±1(5) 3,2

1M20 0 —— ——

KiETQPROFENO cruda 56±4 61±2(R) 9,4

1M20 77±1 57±2(R) >50

Las reaccionesde hidrólisis de los ésteres butilicos de los ácidos (R,S) 2.-

anípropiónicospresentaronnumerosose importantes problemas técnicos. La formación

y mantenimientode la emulsiónfue muy dificil, por lo que las reaccionesfueron muy poco

reproducibles,obteniéndoseresultadosmuy disparesen los numerososensayosrealizados.

Asimismo, no esaconsejablela utilización de la lipasainmovilizada(Lipozyme® 1M20) en

medio acuoso,de acuerdocon los resultadosobtenidosen los estudiosde suactividadlipásica
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(ver IV. 1.2.) y los estudiosde desorción(ver IV.1.1.h.). El elevadorendimientoobtenidocon

esta enzimainmovilizadapuedeser consecuenciade la desorciónde la proteina de este

derivadotras 143 h de reaccióny de la actuaciónde la lipasadesorbida,por lo que serámuy

difícil controlar el desarrollo de la reacción y determinarla influencia del procesode

desorciónen el rendimientode la reacciónde hidrólisis.

Aunquela enantioselectividadde estasreaccioneserala deseada,obteniéndoseel ácido

S(+) farmacologicamenteactivo, (excepto con el Ketoprofeno),debido a los importantes

mconvenientestécnicosde estareacciónde hidrólisisy su difícil reproducibilidadse varió la

estrategiaseguiday se llevó a cabo la reaccióninversade síntesisenantioselectivade los

correspondientesésteresen medioorgánico.

IV.5.1.- ACTIVIDAD DE LA LIPASA DE RkmieheiSEMIPUIRIFICADA E

INMOVILIZADA

.

Utilizando como reacción de referenciala hidrólisis del éster butílico de (R,S)

Ibuprofeno a pH=8, 37 0C y 143 min. se analizó la actividadhidrolítica de la lipasa de

Rh.miehei inmovilizada por unión covalente con silice (SIL-C) y esta misma lipasa

semipunficadapor precipitación con un 50% de saturación con sulfato amónico y

posteriormenteinmovilizadapor el mismo método(SIL-SP).

Parapoder comparar la actividad hidrolítica de dichas enzimas se determinó la

actividadespecífica(mnxol ácido liberado/mm mg proteinadeterminadaspor el método de

Bradford) de cadauna de ellas. En la Tabla 45 serecogenlos resultadosde rendimiento

(mmol ácido/mm mg proteína)y execesoenantiomérico(00) obtenidoscon cadalipasa.
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Tabla 45: Actividad de la lipasade Rh.m¡ehei cruda, semipurificadae inmovilizadapor
adsorción y por unión covalente covalente con sílice en la reacción de hidrólisis
enantioselectivadel ésterbutílico de Ibuprofeno(143 ti)

ENZIMA act¡v.especif ee~~ E

(mmol/mgprot) (%)

cruda

SP

0,126±0,003 7,1±0,3(5) 1,19

2,98±0,08 60±2(5) >50

11M20

S]IL-C

SR-SP

0,028±0,002 37±5(5) >50

1,25±0,01 78±3(5) >50

0,29±0,003 52±2(5) >50

Comoseindicó anteriormente,al semipurificarla lipasadeRitmnzeheiporprecipitación

con un 50% de saturaciónde sulfato amónico(SP), seobtuvo unalipasade mayoractividad

esterásica(ver1V2.3.c.; Tabla28) y lipásica(ver IV.2.3.d.;Tablas3Oy31) enlas reacciones

dehidrólisis de sussustratosespecíficos(acetatodep-nitrofenilo,aceitede oliva y tributirina).

Asimismo, la actividad de esta lipasasemipurificadaen la reacción de hidrólisis de otro

sustratono especifico como es el ésterbutílico de Ibuprofeno tambiénaumentó,como se

observaen los resultadosde la Tabla45. Ademásla enantioselectívidaddel procesoaumentó

tras la semipurificaciónde la lipasade Rh.miehe¡,comcídiendocon lo observadoporMoreno

y c&s.2” con la lipasapurificada de C.cyltndraceaen la reacciónde hidrólisis del éster

propílico de 2-fenilpropiónico. Todos estos resultados indican que, efectivamente, el

biocatalizadorhamejoradonotablementetras el procesode semipurificación.

Al inmovilizar la lipasacrudade Rh.m¡ehe¡por enlacecovalentecon sílice(derivado

SIL-C) aumentó el rendimiento. Este aumento del rendimiento puede atribuirse a la

estabilización de la emulsión por efecto de la superficie del soporte, cargada

electrostaticamente.Esteresultadoesopuestoal observadoen la reacciónde hidrólisis de

tributirina (ver Tabla 41),ya queen esecasoel derivadoSIL-C resultó sermenosactivo que

la lipasacruda.Quizáesecomportamientodiferentesedebaaque en la reacciónde hidrólisis

de tributirina se solventó el principal mconveníentede las reaccionesde hidrólisis, la

formacióncorrectade la emulsión,por la adición de un agenteemulsifícante(gomaarábiga),

pudiéndosemedirla actividadhidrolíticasin la influenciade factoresexternoso dificultades

técnicas.
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Tras la inmovilización de la lipasade Rh.mieheipor adsorción(1M20) o por unión

covalente(SIL-C y SIL-SP)seobtuvieronunaseriede derivadosde gran enantioselectividad,

debidoprobablementea la alteraciónde la conformaciónde la enzima,ya que disminuyensus

gradosde libertad,aumentandosurigidez y por tanto suenantioselectividadhaciael isómero

S, que es el enantiómerosobre el que trabaja la lipasa cruda de Rh.miehei(Lipozyme®

lOOOOL).

Al comparar la actividad hidrolítica del derivado inmovilizado por adsorción

(Lipozyme®IM2O) (0,028±0,002mmol/min mg)y del derivadoinmovilizadocovalentemente

(SIL-C) (1,25±0,01mmol/miin mg) seobtienenresultadosmuy superiorescon el derivado

inmovilizado sobresílice, como ya ocurrió en la reacciónde hidrólisis de tributirina (ver

IV I.3.b.; Tabla 22). Esteresultadoera de esperar,puesel derivadoLipozyme® IM2O no es

muy adecuadoparacatalizarreaccionesen medioacuoso,ya quefue diseñadoparareacciones

en medio orgánico276’”7.

Tras compararentresí la actividadhidrolitica de todos los preparadosenzimátícos

utilizados(semipurificados,inmovilizadosporadsorcióny covalentemente)(Tabla45)sellegó

ala conclusiónde quelapreparaciónmásindicadaparallevar a cabola reacciónde hidrólisis

del ésterbutilico de Ibuprofeno es la lipasaseniipurificadapor precipitación con sulfato

amónico(SP).
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1V.6.-SINTESIS ENANTIOSELECTIVA DE ESTERES DE

ÁCIDOS (RS> 2-ARILPROPIONICOS

Otra metodologíaseguidaparala resoluciónenzimáticade las mezclasracémicasde

AINEs derivadosdel ácido(R,S) 2-arilpropiónicosebasóen la sintesisenantioselectivade

los ésterescorrespondientes.Dichametodologíapermitió además,analizarel comportamiento

de la lipasade Rh.mieheien medio orgánico.

El estudiode estasreaccionesseestructuráen los siguientesapartados:

1).- estudiode la influenciade las variablesde operación.

2).- estudiode la influenciade las variablesdiscontinuaso estructurales.

Parallevar a cabotodosestosestudiosseestablecióunareacciónestándarde sintesis

de ésterescon las siguientescaracterísticas:

ácido —* (R,S) Ibuprofeno(0,125 M)

alcohol .-> 1-butanol

disolvente —*. ciclohexano(10 mi)

lipasacrudade Rh.mtehe¿ (LipozymeeIOOOOL)(0,4 mi)

lipasainmovilizadade Rh.m¡ehei (LipozymetlM20)(300mg)

temperatura —> (37 0C)

tiempo de reacción —> (72 h)

El análisisdel rendimientode reaccióny del excesoenantioméricosedescribeen la

ParteExperimentalde estaMemona(ver 111.8.3.,).

ITV.6.i.- ESTUDIO DE LAS VARIABLES DE OPERACION

.

DISEÑO ESTADISTICO DE EXPERIMENTOS

Paraestudiarlas variablesde operaciónque puedeninfluir en la reacciónde síntesis

del ésterbutílico de (R,S) Ibuprofenoen ciclohexano,catalizadapor la lipasa de Rh.miehei

tanto libre como inmovilizada, seutilizó un análisisfactorial denominadoDiseñoestadístico

de Experimentos,que esun método de variación múltiple en el cual, todos los parámetros

objeto de estudiovaríansimultáneamentede formaprogramada.De estemodo serealizaun
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estudio eficiente y racional de las variables elegidas en todo su intervalo y se obtiene

informaciónadicional de los efectosdebidosal conjuntode dos o más variables26t.

Éstametodologíaya fue empleadapor Garcíay coL?78paraanalizarla influenciade

las variables(temperatura,presióny concentraciónde catalizador)en la síntesisdel oleatode

oleilo, catalizadapor la lipasainmovilizadade Rh.miehei(Lipozyme~ 1M20).

En la presenteTesis Doctoral se analizaron más variablesy se compararonlas

actividadesde la lipasacrudae inmovilizadade Rh.miehei.

FV.6.1.a.-LipasacrudadeRh.miehei<Lipozvm¿ LOOOOU

Las variablesconsideradasfueron:

relaciónmolar (ácido:alcoholXXA>

tiempo reacción(h) (~<B>

temperatura(0C> <Xc)

velocidadagitación(r.p.m.) (Xc)

enzimalibre <¡ni> <U

disolvente(mi) (NF)

Los valoresmáximo,mínimo y centralpara cadauna de estasvariablesaparecenen

la Tabla 46.

Tabla 46: Variablesy valores consideradosen el Diseñoestadísticode Experimentospara
la lipasacruda de Rh.miehei

VARIABLES (~) P.C. (-)

relacion ácido:alcohol(X,) 4:1 1:1 ¡:4

tiempo reacción<X~} 10 h 8 Ii 6 h

temperatura(Xc) 57 0C 37 oc 17 0C

velocidadagitación{X~) 700 rpm 500 rpm 300 rpm

enzimalibre (Xc) 1,6 ml 1 ml 0,4 ml

disolvente<NF) 15 ml 10 ml 5 ml

Los experimentosfueron realizadosde forma aleatoriasegúnun modelofactorial de

2~. En total serealizaron16 experimentoscombinandodeformaaleatorialos valoresmáximos
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y mininos de cadavariabley 3 experimentoscon el valor central(C.P.)de cadavariable.En

la Tabla 47 se muestranlos valores máximos y mínimos de cada variablepara cada

experimento,así corno el rendimientode cadareacción,expresadoen porcentajede éster

producido.

Tabla47: Diseñofactorial: Matriz experimentalparala (¡pasacrudade Rh.mieheí.

P 1 5<,,

-- - - - - 1,94

2 + - - - + - 3,55
3 - - - + + 14,43
4 + + - - - + O
5 - - + - + + 0

6 + - -4- - - + O
7 - + + - - - o
8 + -4. -4- - + - 19,13
9 - - - 4- - + O

10 + - - + + + 1,57
11 - .4- - + + - 15,82

12 + -4- - + - - O
13 - - + + + - 5

14 + - + + - - 3,79

15 - + 4- + - + 5,03

—1-6-——-.
17

~- 4- 4- 4- -~- .—J4,62.

49,960 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 54,44

19 0 0 0 0 0 0 59,61

A continuación, se realizó un analisis estadístico utilizando el programa

STATGRAPH269.Los valoresde los coeficientesestimadosparacadavariableobtenidostras

dicho análisisestadísticoserecogenen la Tabla48. Estos coeficientessecompararoncon el

error experimentalobtenido,equivalenteala desviaciónestándarde los resultadosde las tres

reaccionesrealizadascon losvarloresmediosde cadavariable.Generalmentecuantomayores

son los valoresde los coeficientesen relacióncon el valor de desviaciónestándar,mayores

la influenciade las variablessobreel rendimientode la reacciónZ~.
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Tabla43: Analisis estadísticodel Diseñode Experimentosrealizadoparala lipasa cruda de
Rh.miehe¿

Número de experimentos:16
Gradosde libertad 15
Resultadosdel analisisestadístico:

5,30 b~»=b~ =-0,43
bA = 0,05 bAC = bRE = 6,82
b~ =6,64 bBC =b~ =bDF =0,85
bC= 1,28 bA»=b~=~l,52
bD =084 b =b =

El) CF -0,37
bE =7,92 bCD=bnF= 1,48
b=-169 b =b =F ‘ DE AY -0,87

punto central (t de Student)
nivel de confianza:95 %
C~ =54,7%
t2 (cv=0,05)= 2,9
S =48
limites de confianza:±10.0

Asimismo,seanalizóla influenciade cadavariableen la reacciónatravésdel método

de Daniels
280(Figura64). Segúnestametodologíalos puntos queno seajustanal modelode

probabilidadestadistica,esdecir, que no seajustana la rectade regresiónrepreentada,son

las variablesque másinfluyen en el proceso.

pomw,taJ.aoumgdaGvo

99 9

99

95

80

20

Análisis del

Figura 64: Método de Daniel para la reacción de síntesis
Ibuprofeno catalizadapor la lipasa cruda de Rh.miehei

del éster butilico de (R,S)

o
-2.00 0.00 2.00 400 8.00 8.00

docto.
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Segúnel análisisestadístico(Tabla46) y el métodode Daniel(Figura64) las variables

quemás influyen en la reacciónde síntesisdel ésterbutílico de Ibuprofenocatalizadapor la

lipasacrudade Rltñiíeheison: el tiempo de reacción(b5= 6,64), la cantidadde enzima(bE

7,92) y la relaciónentreambasvariables (bBE 6,82>.

A lavistade estosresultadosel rendimientode la reacciónde esterificacióncatalizada

por la lipasacruda de Rhjniehei(Lipozyme
t 10000L) sepuedeexpresaren función de las

variablesmás influyentes,segúnla ecuación31.

Rendimiento(%) = 5,30 + 7,92 X
5 + 6,64 3% + 6,82X~ [31]

El significadofisico del efectopositivo en el rendimiento,del tiempo de reaccióny

de la cantidadde enzimason evidentes.Por lo que serefiere a las otrasvariablesanalizadas

sepudo deducirque:

a).- La no influenciade la velocidadde agitación(XE) y de la cantidadde disolvente

(3%) indica quela reacciónno escontroladapor la difusión interparticularni por la difusión

en el senode la reaccion.

b).-Porúltimo, labajainfluenciade la temperaturade reacciónpuedeserdebidaaque

en el intervalo de temperaturaconsideradono se produzcauna variación apreciablede la

actividadde la lipasacruda de RJi.miehei.

IV.6A.b.- Linasainmovilizada de R.miehei (tipozvme
t 1M2O~

Un estudioparalelorealizadocon la lipasade Rh.m¡eheimmovílizadapor adsorción,

podríaconducira resultadossimilares o diferentes,en función del grado de influencia del

soporteen la actividadenzimática.En esteestudioseconsideraronlas mismasvariablesque

en el caso anterior, pero también se analizó la posible influenciade trazasde aguaen el
231-284

medio,ya quevariosautoreshan descritosuimportanciaen la actividadde estaenzima

Estavariableno seconsideróparala lipasacruda,ya que erauna disolución acuosay por

tanto la adición de aguano teníaníngim efectosobreel proceso.

Los valoresmáximo,mínimo y centralparacadavariableaparecenen la Tabla49.
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Tabla49: Variablesy valoresconsideradosen el DiseñoestadísticodeExperimentosparala

lipasainmovilizadadeRh.miehei(1M20).

VARIABLES (~4-) P.C. (-)

relación ácido:alcohol(XA)

tiempo reacción(X3)

temperatura(Xc)

velocidadagitación(X0)

enzimainmovilizada(XE)

disolvente(3%)

agua(X0)

4:1 1:1 1:4

30 h 24 h 18 Ii

57
0C 37 0C 17 0C

700rpm 500 rpm 300 rpm

450 mg 300 mg 150 mg

15 ml 10 ml 5 ml

0,6 ml 0,3 ml O ml

En la Tabla50 serecogenlos valoresmáximosy mínimosde cadavariableparacada

experimento,así como el rendimientode cadareacción,expresadoen porcentajede éster

sintetizado.

Tabla 50: Diseñofactorial: Matriz
(1Mb)

experimentalparala lipasa inmovilizadade Rh.miehe¡

1
1

‘1,
-~

5<”

-

5< 5<

- - - - - 5,71

2 + - - - - + + O
3 - + - - + - + 50,08
4 + - - + + - 11,41
5 - - + - + + + 9,68

6 + - + - + - - 37,65
7 - + + - - - + O

8 + + + - - + - 30,03
9 + - - + + + - 21,12

10 - - - + + - + 13,19

11 - + - + - + + o
12 + + - + - - - 9,14

13 + - + + - - + 3,17
14 - - + + - + - 24,36

15 - + + + + - - 69,92
—L&.-—

17
-‘- 4- 4- 4- 4- 4- 4-

0 0 0 0 0 0 0 35,91

18 0 0 0 0 0 0 0 46,87

Con los datosobtenidosen cadareacciónserealizó un análisisestadístico(Tabla51)
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y seaplicó el método de Daniel (Figura 65); con lo que sepudo determinarel grado de

influencia de cadavariableen la reacciónde síntesisen medio orgánicocatalizadapor la

lipasammovilizadade Rltrntehei (Lipozyme®1M20).

Tabla51: Analisis estadísticoobtenidodel DiseñoestadísticodeExeprunentosrealizadopara
la lipasainmovilizadade Rh.miehei(INflO)

Número de experimentos:16
Gradosde libertad: 15
Resultadosdel analisisestadístico:

l,~ =18,03
bA = -1.69

= 7.35
= 8.40

b1, =-0.O7
bE = 17.96
bF -1,48

= -25,9

punto central (t de Student)
nivel de confianza:95 %
Cm= 43,5 %
t2 (a=0,05) = 2,9
S~ =6,6
límitesde confianza:±13,7

Análisis del

pcennt<.aoumufrilvo

99.9

99

95

80

50

20

= ~ = b20 = -10.57
bAC = bl)Q = bnE = -10.23
bBc=bDE=bAF= -0.30

= b00 = bEF = -9.41
bBD = b~ = bFG = -2.27
bCn=bBE=bAG= 5.86
bAY=bBo =bnF = -0.34

Figura 65: Método de Daniel para la reacción de síntesis del éster butílico de (R,S)
Ibuprofenocatalizadapor la lipasainmovilizadade Rh.nsiehe¿(1M20)

o
-30.00 -20.00 -10.00 0.00 10.00 20.00

.f.a
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Una vez analizados los resultados obtenidos con el Diseño estadístico de

Experimentos,se puede concluir que las variables más influyentes en la reacción de

esterifiCaciónson: la cantidaddeenzima(bg= 17,96),y el aguaañadida(b¿=-25.93).Además,

se observaun ligero efectopositivo del tiempode reacción(bB~ 7,35) y de la temperatura

(b0= 8,40),perono llegan a alcanzarun nivel de significanciamayor del 95 Vo.

Así pues,las condicionesmás favorablespara la reaccióncatalizadapor la lipasa

inmovilizadade Rh.mníeheiserian:unatemperaturaelevada,sin adición de aguaal medio,una

elevadaconcentraciónde enzimay, obviamente,un tiempo largo de reacción.

A lavista de estosresultadosel rendimientode la reacciónde esterificacióncatalizada

por la lipasa inmovilizada de Rh.mieheí(Lipozymé’ 1M20) se puedeexpresarsegúnla

sigmenteecuación:

Rendimiento(%) = 18,03 + 17,96 XB - 25,93 XG [32]

Tras el estudiode la influenciade las variablesde operaciónquepudieraninfluir en

la reacciónde síntesisdel ésterbutílico de (R,S) Ibuprofeno,aplicandola metodologiadel

DiseñoestadísticodeExperimentos,sepuedeconcluir quela cantidadde enzimay el tiempo

de reacciónsonlos factoresque másinfluyen en la reaccióncatalizadaporal lipasacrudade

Rh.miehei,mientrasquela cantidadde enzimay el aguaañadidaal medio de reacciónson

los factoresmásinfluyentesen el procesocatalizadopor la lipasacrudade Rh.miehei.

* * * ** * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * ** * * * * * * * * * *

Paraanalizarcon másdetallelas variablesmásinfluyentesen la actividadde la lipasa

de Rh.mieheicrudae inmovilizada, de acuerdocon los resultadosobtenidosen el Diseñode

Experimentosse utilizó la metodología denominadaOVAl (“One Variable At Time”

influenciade cadavariable por separado),por la cual seanalizauna determinadavariable

dentro del intervalo de trabajo, mientraslas demásvariablespermanecenconstantes.Las

variablesanalizadasfueron las sigmentes

* cantidadde enzima

* tiempo de reacción
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* temperatura

* aguaañadidaal medio

* relaciónmolar de sustratos(ácido:alcohol)

En estas ensayosse analizó la influencia de la variable estudiadatanto en el

rendimientode la reacción,como en la enantioselectividaddel proceso.

IV.6A.a.- Influenciade la CANTIDAD DE ENZIMA

Como inidcó el Diseñoestadísticode experimentos,la cantidadde lipasautilizadaes

un factor influyente en el rendimientode la reacción de síntesisde ésteres.El estudio

detalladode 5~Li influencia en la evolución de dichareacciónpermitió determinarla carga

enzimática equivalente del derivado inmovilizado (Lipozymet 1M20) en función de su

actividadsmtetasaen medio orgánico.Paraello, se llevó a cabola síntesisdel ésterbutilico

de Ibuprofeno en ciclohexanoa 37 0C, catalizadapor diferentesconcentracionesde enzima

crudade Rhaníehei.Las reaccionessepararontras 48 b de reacción.

IY.6.1.a.1.-Lipasacrudade Rh.miehei

En la Figura 66 serepresentael rendimientode la reacción,expresadoen porcentaje

de éstersintetizado,frentea la concentraciónde proteínasde la lipasacrudade Rhaníehei,

,and¡mI.nt en éster (%)
100

20

20 40 lOO

cantidad de proteínas (mg>

Figura66: Influencia dela cantidadde proteinaen la síntesisdel ésterbutilico de Ibuprofeno
catalizadapor la lipasacrudade Rh.tniehei(t.~ 48h).

80

80

NO

40
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Los resultadosobtenidosseajustarona la siguienteecuaciónde segundogrado:

9 = - (3,7±0,7)x2 + (1,54±0,09)x - (9±l)lO~~ [33]

De la Figura 66 se deduceque, para cantidadesde lipasasuperioresa 80 mg de

proteína (VrlO mi) se estabiliza el rendimiento de la reacción, debido a la

enantioselectividadde la lipasadeRh.miehei.La relaciónentreel rendimientode la reacción

y la cantidad de proteína es lineal hasta el 50% de rendimiento; a partir de ese punto,

disminuyela concentracióndel enantiómeropreferido(S) y la lipasacomienzaa actuarsobre

el otro enantiómero(R), pero debido a la menor afinidad de la lipasa por esteúltimo

enantiómerola velocidadde reaccióndisnnnuye La enantiopreferenciapor el enantiómero

8 esla mismaque la descritaen la reacciónde hidrólisisdel ésterbutílico de Ibuprofeno (ver

Tabla 45,), en la cual sehidroliza a mayorvelocidadel ésterS.

IV.6.1.a.2.-Lipasa inmovilizada de R.miehei(Lipozyme~ 1MW)

A continuación,sellevó a cabo la mismareacciónde síntesiscatalizadapor distmtas

cantidadesde derivado inmovilizado de Rh.m¡ehe¡ (LipozymÉ’ 1M20) El rendimiento

obtenido en dichas reaccionesse interpoló en la curva de segundogrado (Figura 65>,

aplicando la correspondienteecuación33. En la Tabla 52 serecogenlos rendimientosde

dichas reaccionesy el valor de actividad sintetasaresidual del derivado mmovíhzado

(Lipozyme~1M20) (mg de proteínaactiva/mgde Lipozym& 1M20).

Tabla 52: Actividad retenidade la lipasade Rh.miehei inmovilizada(Lipozymet 1M20) en
la reacciónde esterificacióndel Ibuprofenocon 1-butanol

cantidad de Lipozyme* ffiflfl
(mg) rendimiento

(%)

150 34±1

300 45±2

450 68±3

(*)No se pudo determinarla cargaenzimáticade la reacción catalizadapor 450 mg de derivado
inmovilizadoporqueel rendimientoobtenidoestabafueradel intervalode actividadde la lipasacruda.

activ.residual
(mg prot activa!
mg derivado)

0,196

0,139

(*)
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El valor medio de la actividad retenida del derivado inmovilizado, expresadoen

función de la cantidadde proteínaactivapor cantidadde derivadofue (0,17±0,04)mg de

proteínaactiva/mg de Lipozyme® 1M20. Este valor es semejantea la cargaenzimáticadel

mismo derivadodeterminadapor Vazquezy cok270,que fue de 0,12 mg deproteína/mgde

LipozymJ 1M20, por lo que se puedeconcluir que toda la lipasa de Rhan¡eheiunida al

soporteporadsorciónmantienesu actividadsintetasainalterada.Además,secomprobóque

la enzimainmovilizadadeestederivadono sedesorbíaen medio orgánico(ciclohexano)(ver

IV.1.1.b.; Tabla 16,). Porel contrario,la actividadlipásicaretenidaen la reaccióndehidrólisis

de aceitede oliva, de estederivado(0,016mg deproteínaactiva/mgde Lipozyme® 1M20)

sepuededeber a la fracción enzimáticadesorbidaal medio de reacción (ver IJ’fll.3.a.2.).

Tras este estudio se puede concluir que la lipasa de Rh.m¡ehei inmovilizada

(Lipozyme®1M20) esmuy activaen la reacciónde síntesisde ésteresenmedio orgánico,pero

pierde gran partede su actividadcuandotrabajaen medio acuoso,residiendola actividad

hidroli.tica en la fracción protéicaque sedesorbeal medio.

FV.6.1.a.3.-Influenciaen la enantioselectividad

Factorde enantioselectividad(FE)

Con el fin de determinarla enantioselectividadalcanzadaen reaccionesde segundo

orden,en las quela velocidaddereaccióndependede la concentracióndedossustratos,como

ocurre en la reacción de síntesis de ésteres, se definió un nuevo parámetro de

enantioselectividadquerelacionala velocidadde reacciónde unadeterminadaenzimasobre

cadauno de los enantiómerosde una mezclaracémica

Estenuevoparámetrosedenominófactor de enantioselectividad(FEl. que sedefme

como la relación entre el exceso enantiomérico medido exverimentalmentetras un

determinadotiempo de reaccióny el excesoenantioméricoteórico que se obtendríasi la

enzimafueraenantioespecifica,considerandola conversióncalculadaparaesemismotiempo

de reacción.

rendimiento
= [34] y FE = e. 1 ee~~ [35]

pnctk.
100-rendimiento
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El máximo valor de FE es 1 y sealcanzacuandola conversiónessuperior al SO %.

En esemomentola enzimadejade serenantioselectivay comienzaa utilizar el enantiómero

no preférente,por lo que disminuyeel valor de FE. Hastael 50 % de conversiónel valor de

FE aumentaproporcionalmentecon el tiempo de reacción,si la enzimaes enantioselectiva.

A continuación,serepresentael excesoenantioméricode ácidoremanente(ee)(Figura

67A) y el factor de enantioselectividad(FE) (Figura 67B) alcanzadosen la reacciónde

esterificación enantioselectivadel (R,S) Ibuprofeno frente a la cantidadde proteína. La

cantidadde proteínasdel derivadoinmovilizado se establecióutilizando el valor de carga

enzimáticaen funcion de la actividad sintetasa(0.17±0,04)mg proteína activa ¡ mg de

Lipozyme~ 1M20.

exceso onantjcmérftc <ea)
lOO

80 —

60

50

40

20

0 20 40 60
oanddeddeproteína(ma>

Figuras67: Representacióndela enantiaselectividad((A) cey (E) FE) en la síntesisdel éster
butilico de (R,S) Ibuprofeno a 48 h, catalizadacon cantidadesvariablesde lipasacrudae
inmovilizadade Rh.miehei

factor enantlomádoo <Fa)

2.00

1

-t -

—4-- aavdS

4... “ob

1 [ ‘1

1.60

1.20

1

o so

0.40

000
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Comoseobservaen la Figura67A, con ambaslipasasexisteunarelacióninversaentre

la cantidadde proteínasdel biocatalizadory la enantioselectividad,expresadaen función de

FE, parámetroqueYelacionael excesoenantiomérico(ee) y el rendimientoen esterde la

reaccion.

Asimismo,puedeobservarse(Figura67B) quelaenantioselectividadde la lipasacruda

de Rh.mieheiesmásuniformedebidoasumenoractividad.El valor de FE delas reacciones

catalizadasporestaenzimaseestabilizaen 0,8 paraun intervalo de proteínasamplio (entre

10 y 70 mg). Por el contrario, en las reaccionescatalizadaspor la lipasa inmovilizadase

produceuna bruscavariación de FE, al variar la cantidadde proteínadebido a su mayor

actividad.LadrásticadisminucióndeFE es debidaa que el rendimientoalcanzadoessuperior

al 50 % (68%), lo que mdica que la enzimaha dejadode actuarselectivamentesobre el

enantiómeroS.

Comparandoambosbiocatalizadores,desdeel punto de vista industrial, el derivado

inmovilizado (Lipozyme 1M20) es el más ventajosoen estareacción de sintesis del éster

butilico de Ibuprofeno,ya que seobtienela máxima enantioselectividady rendimientoen

éster,con la menorcantidadde derivado,como sededucede la Figura67A.

IV.6.1.b.- Influencia dcl TIEMPO DE REACCION

El tiempo de reacciónes una de las variablesde operaciónque másinfluyen en la

reacciónde síntesisdeésteres,segúnsedesprendedel estudiodel Diseñode Experimentos.

Como era de esperar,al aumentar el tiempo de reacción aumentatambién el

rendimiento.Con el fin de compararla actividadde las doslipasascomercialesde R.h.m¡ehei

(cruda(Lipozyme’ lOOOOL> e inmovilizada(Lipozyme~ 1M20)) se llevó a caboun estudio

de la evoluciónde la reacciónestándarde síntesisdel ésterbutilico de Ibuprofenoa lo largo

del tiempo.

El rendimientode la reacciónseexpresóen mmolessintetizadospormg de proteína.

debido a quela concentraciónde proteínasde ambaslipasases diferente:

* enzimacruda(Lipozyme~ 1 OOOOL) —* (64±2)mg proteína/ml

* enzimainmovilizada(Lipozymet1M20) —4 0,12 mg proteína/mg270
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En la Figura 68 serepresentael rendimientode cadareacciónfrenteal tiempo.

r’ern¡rni.Mo (mmd.. ..tedmg proteína)
0.04 1 —>-

F

0.03 r
¡

L
A

0.02

k
0.01

0.00>tj ~ tiempo
0 60 80

Figura 68: Evolución de la reacciónde síntesisdel ésterbutilico de Ibuprofeno, catalizada
por la lipasade Rh.mieheicruda(Lipozyme lOOOOL) e inmovilizada(Lipozymet1M20).

La curva obtenida para cada enzima se ajustó a una cinética de primer orden

(rendimento= A (1~ekt))y sedetermmoel valor de la velocidadinicial de cadareacción

(V
0 = A k).

Paraanalizarla enantioselectividadde las dosenzimassedeterminóel valor de exceso

enantiomérico(ee) y factor de enantioselectividad(FE) tras 72 h de reacción,valoresque,

junto con el rendimientoobtenido a esetiempo y la V0 de cadareacciónserecogenen la

Tabla53.
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Tabla53: Resultadosde rendimiento, enantioselectividad(ce)y (FE)y velocidadinicial (y0)
de ¡a recaciónde síntesisdel ésterbutilico de Ibuprofeno, catalizadapor ¡a lipasa cruda
(Lipozyme IOOOOL) e inmovilizada(Lipozyme

t 1M20) de Rh.mieheí.
ENZIMA t rcnd. ce FE

(Ii) (Vs) (%) (mmol/h mg prot)

CRUDA 48 ti 33±2 49±2 1,0

72 Ii 68±5 68±3 0,3

0,4 10~

IM 20 48 h 45±2 78±4 0,98

72 ti 66±4 85±4 0,4

0,7 í0’

La velocidadinicial de la reacciónestándarde sintesisde ésterescatalizadapor la

lipasadeRh.mieheicrudae inmovilizadafue muy similar. Al analizarel rendimientode cada

reacciónexpresadoen porcentajede éstersintetizado,sin considerarla concentraciónde

proteínasde cadabiocatalizador,se observaque el rendimientoalcanzadotras 48 h de

reacción,esmenorparala lipasacruda,debidoprobablementeasumenorenantioselectividad,

como ya se observóen la secciónanterior, lo que haceque la reacciónse desarrollemás

lentamentehastaalcanzarel 50% de conversión,puntoen el cual ambasenzimasactúansobre

el enantiómeroR no preferente,disminuyendola velocidad de reaccióny alcanzandoen

amboscasosel mismo rendimiento(72h). Esteprocesoseexpresaporel valor del factor de

enantioselectividad(FE), que a 48h de reacciónes practicamenteuno, lo que indica que

ambasenzimasson totalmenteenantioespecificas.A 72 h de reacciónsehasuperadoel 50%

de conversión,las enzimas actúan sobre el enantiómerono preferentementey disminuye

drasticamenteel valor de FE hasta0,4 y 0,3 respectivamente.

Trasesteestudiocomparativode la actividadde las dospreparacionescomercialesde

la lipasa de .Rh.míehe¡ (cruda(Lipozyme® 1 OOOOL) e inmovilizada(Lipozyme® 1M20)) se

llegó a la conclusión de que ambas enzimas presentan la misma actividad y

enantioselectividaden la reacciónestándarde síntesisde ésteres,catalizadapor 300 mg de

Lipozym& 1M20 y 0,4 ml de Lipozymet10000L. Asimismo,seobservaquela influenciadel

tiempo de reacciónen la conversióneslineal en todo el intervalo,lo que explica el elevado

nivel de significanciaobtenidoen el Diseñoestadísticode Experimentos.
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IV.6.1.c.- Influencia de la TEMPERATURA

La temperaturaesuna de las variablesque más influyen en la actividadde la lipasa

inmovilizada de Rh.miehei (Lipozymet 1M20), según se comprobó en el Diseño de

Experimentos(verIVÓ.].). Por estarazón se estudió con detenimientosu influencia en la

reacciónde sintesisdel ésterbutilico de (R,S) Ibuprofeno en ciclohexano,catalizadapor la

lipasainmovilizaday crudade Rh.míehei,lo cual permitió,ademáscompararla influenciade

la temperaturaen la actividady enantioselectividadde ambasenzimas.

El intervalo de temperaturasconsideradofue entre 4 y 100 0C; más amplio que el

analizadopor Svanholm28’y Eigtved278(25-800C) paraambaslipasasde Rh.miehei.De esta

forma seestudió la influenciade temperaturasextremas.

En las Figuras 69 y 70 se representanlos resultadosobtenidosen la reacciónde

síntesisdel esterbutílico de Ibuprofeno,tras24 horasde reacción,a diferentestemperaturas.
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Figura 69: Rendimiento (%) y enantioselecúvidad(ce) de la reacciónde síntesisdel éster
butilico de Ibuprofenocatalizadapor la lipasa cruda de RIs.mieheia diferentestemperaturas
(tiempo reacción24h).
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LIPASA INMOVILIZADA dM20
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Figura 7tRendimiento(%)y enantioselectividad(ee)de la reacciónde síntesisdel éster
butilico de Ibuprofeno catalizadapor la lipasa inmovilizada (¡MiO) de Rh.miehe¡a
diferentestemperaturas(tiempo reacción2410.

Una de las principalesventajasde la inmovilización enzimáticaes el aumentode la

termoestabilidadde los derivadosrespectode la lipasacruda. Estehechoseobservaen las

Figuras 69 Y 70, ya que la temperaturade máxima actividad de la lipasainmovilizadade

Rhanzehez(Lípozymet 1M20) fue de 70W; mientras que el intervalo térmico de mayor

actividadparadichalipasacrudafue entre37 y 60 0C.

La productividad de una lipasa dependede su actividad y su velocidad de

desactivación,así como deltipo de reacción.Dadoquela velocidadde desactivaciónaumenta

con la temperaturacomo consecuenciade la desnaturalizaciónprotéica, a partir de esta

temperatura(60-70W)seproduceunabruscadisminuciónde la actividadenzimática,llegando

a serpracticamentenula a 80 y 100 0C.

La documentaciónfacilitada por el laboratorio Novo-Nordisk, suministradorde la

lipasacruda e inmovilizada de Rh.m¡ehei, indica que en la reaccióntest de hidrólisis de

tributirina la temperaturaóptima de trabajo parala lipasacruda es de 35-50W y para la

0 20 40 60 80 100
Ten?port¿r. (O)
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misma lipasa inmovilizada es de 70 0C 251 Estos resultadoscoinciden también con los

resultadosobtenidospor Eigtved2” en la reacciónde sintesisde cerasy en la

reacción~ de interesterificación del aceite de coco con estearina de palma, los cuales

observaronque en ambas reaccionesla temperaturade máxima actividad de la lipasa

inmovilizadade Rh.rniehei(Lipozyme® 1M20) fue 70 0C.

Asimismo, Gandhi y cols.2” llevaron a cabo la reacción de síntesisdel laurato de

laurílo catalízadapor la lipasacruda de Rh.míehei(Lipozymet 10000L), obteniendo la

máximaactividadsintetasaen el intervalo de 40-500C, mientrasque a 29 0C la actividadera

menory a 60 0C, aunqueel rendimientode la reacciónes máximodurantelas primerashoras

de reacción,ésteseestabilizay resultasermuy inferior al rendimientofinal obtenidoa menor

temperatura.

Aunquela máximaactividadenzimáticade la lipasainmovilizadase alcanzóa 60 0C

y puestoque el intervalo de máximaactividadde la lipasacrudaseencuentraentre37 y 60

0C la reacciónestándarutilizadaen la presenteTesisDoctoral sellevó a caboa 37 0C, con

el fin de evitar la evaporacióndel disolvente orgánico y minimizar los procesosde

desnaturalizaciónprotéica,como indicaronManjón y coL?”

IV.6.1.c.1.-Influencia de la temperaturaen la enantioselectividad

En las Figuras 69 Y 70 se observó que tanto la lipasa cruda como la lipasa

inmovilizadadeRh.meiheialcanzanlos valoresmáximosde excesoenantiomérico(ee) en el

intervalo de temperaturas 37-600C, produciendoseuna brusca disminución de la

enaitioselectividaddelprocesoa temperaturassuperiores.

Con el Fm de estudiarcon mayorprofundidadla influenciade la temperaturaen la

ennatioselectividadde la lipasa de Rh.míeheise representóla variación del factor de

enantioselectividad(FE) frentea la temperatura(Figura 71)
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Figura 71: Variación de¡ factorde enantioselectividadcon
Rh.m¡ehe¡ crudae inmovilizada(11M20).

En la Tabla 54 se recogen los valores de exceso enantiomérico(ee), factor de

enantioselectividad(FE)y rendimientoalcanzadoen las reaccionesrealizadasen un intervalo

de temperaturasentre(4 y 100 0C).

Tabla 54: Grado de enantioselectívidado (ee y FE) y rendimiento(%) de la reacciónde
sintesisdel ésterbutílico de Ibuprofeno(24h), catalizadapor la lipasa crudae inmovilizada
de Rhanzehe¿.

T

Temp.

(0C)

enzima

rend.

(%)

erada

(%)

FE

enzima

read.

(%)

inmovili

ee<~

(%)

FE

4 9,9±0,1 6,4±0,2 0,6 11,6±0, 16,1±0,6 1,2

30 24±1 26±1 0,8 41±2 55±2 0,8

37 30±2 40±2 0,9 45±3 75±3 0,9

50 28±1 41±1 1,0 56±4 78±3 0,6

60 34±3 42±2 0,8 62±1 82±3 0,5

80 1,5±0,1 0,90±0,03 0,6 49±1 45±2 0,4

100 6,4±0,1 0,30±0,01 0,05 27±1 12,1±0,5 0,3

(*) ce dél á&d6reéaanenté
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En la Figura 71 se observa una correlación inversa entre el factor de

enantioselectividady la temperaturaparala lipasainmovilizadade R/trniehei,mientrasque

la lipasácrudaseproduceun aumentolineal de estefactor con la temperaturahastaalcanzar

un máximo valor máximo a 50 0C, diminuyendodrasticamentea partir de esatemperatura.

Esta correlacióninversa entre la temperaturay la enantioselectividad,expresadaa

través del coeficienteenantiomérico(E), definido para reaccionesde primer orden (ver

1L2.5.b.l.,). sehaobservadoen otraslipasascomo la de C.cylindracea288 la de Peepacea289

y la lipasapancreáticaporcina290,coincidecon las previsionespostuladaspor Otto291. Según

este autor, la disminuciónde la enantioselectividades consecuenciade la deformaciónque

sufre la cavidaddondesesitúa el centroactivo de las lipasasal aumentarla temperaturadel

medio.

Asimismo se observaque a 37 oc se obtuvo el mismo valor de FE para ambas

enzimas,por lo que la reacciónestándarde síntesisde ésteresbutilicos de ácidos(R,S) 2-

arilpropiónicossellevó a cabo a esatemperatura.

IV.6.1.d.- Influencia de la CANTIDAD DE AGUA EN EL MEDIO

Como ya seindicó en la Introducciónde la presenteMemoria(ver II.2.6.c) el agua

desempeñaun papelfundamentalen las reaccionesenziniáticasque sedesarrollanen medio

orgánico.En la reacciónde síntesisenantioselectivadel éster butílico de (R,S) Ibuprofeno,

catalizadapor la lipasainmovilizadade Rh.miehei (Lipozym& 1M20), la concentraciónde

aguaen el medio de reacciónesla variableque más influye en la actividadde dichaenzima

segúnsededujo en el estudiode las variablesde operacióntras aplicar la metodologíadel

Diseñoestadísticode Experimentos.Segúnesteestudio,la presenciade aguaen el medio es

muy perjudicial parala actividadsintetasade esta lipasa(b
0 = -25,9; ver Tabla Si), No

obstante,como indicaronZaks y Klibanov’
3, la cuestiónprincipal consisteen determinarla

minima cantidad de agua necesariapara que una determinadaenzima mantengasu

conformaciónnativa y, por tanto, su actividad. Por ello hay que analizary considerarla

hidrofilia del soportey del medio de reacción.
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El soportedel derivadoLipozymJ 1M20 esunaresmade intercambioaniónico,que

fue específicamenteseleccionadacon el fm de que fuera capazde retenerel aguaesencial

para la lipasa de~ Rh.miehei98. El contenida en agua de Lipozymet 1M20 es de

aproximadamenteun 10% (p/p), concentraciónóptimaparael desarrollode la actividadde

estederivadoen medio orgánico251.

La cantidad de agua que contiene el derivado 1M20 se cuantificó siguiendo dos

metodologias:

* la técnicade Karl-Fische¿~

* el métododescritoporRizzi y cols.293 quesebasaen el secadodel derivado

mmovilizado,durante48 h, en un desecadora vacioquecontiene >2v, en polvo (verIfl’.9.2.).

La medidade la cantidadde aguaperdidasehizo por diferenciade pesada,antesy después

de calentarel derivadodesecadodurante3h a 105 oc en un horno.

Tabla 55: Contenidoen aguadel derivado inmovilizado(1M20) de la lipasade Rh.miehe¡

MIETODO contenidoen agua(%)

Karl-Fischer .

secadoa vacíocon P
20,

9,8 %

8,6 %

El resultadoobtenidoporambasmetodologíasfuesimilar, alrededorde un 10 % ~/p),

como sedescribeen la bibliografía
251.

IV.6.1.d.1.- Isotermasde adsorción

Con el Fm deestablecerla cantidadde aguaesencialparael desarrollode la actividad

de la lipasa de Ritmíeheí se utilizó un método sencillo que permitiera establecerlas

condicionesóptimas dehidratación,en términosde actividadde agua(a.), querequiereesta

enzimaparadesarrollaral máximo su actividad.Paraello serealizóla isotermade adsorción

dela lipasadeRh.m¡eherinmovilizada(Lípozym¿1M20) tantoen aire,como en ciclohexano,

disolventeorgánicoutilizado en la reacciónestándarde sintesisde ésteres.
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Figura72: Isotermasde adsorcióndela lipasa inmovilizada de Rh.ndehei(IM2S) con y sin
1 ml de ciclohexanoanhidro.

Puedeobservarseen la Figura72 como lasisotermasde la lipasainmovilizada(1M20)

realizadasen aire y en ciclohexanose cruzanen a.~ = 0,3, lo que implica un cambio de

tendenciadel sistemaparavaloresde a~por encimay por debajode esevalor.

Parabajosnivelesde hidratación(a~< 0,3),tantoel ciclohexanosecocomo el derivado

1M20 adsorbenagua,por lo quela isotermaen ciclohexanova por debajode la isotermaen

aire. Por el contrario,paravaloresde a.~ > 0,3, el cíclohexanoseencuentrasaturadode agua.

y rechazalas nuevasmoléculasque se van añadiendo.Debido a estecomportamientodel

disolvente,parauna determinadacantidadde aguaañadidasealcanzaun valor de a~ muy

superioren el sistemaen aire’20

Según lo observadopor Valivety y cok.’20 la isotermadel derivadoinmovilizado

Lipozyme’> 1M20 es similar a la isotermade la resmade intercambioaniónico,soportede este

derivadoinmovilizado. Por tanto, en estela mayoríade las moléculasde aguaseadsorben

sobrela superficielibre del soporte,siendoposteriormentedistribuidasa las moléculasde

proteínaadsorbidasen su superficie.

0.40 0.60
acdvldad de agua (i4
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Paracomprobarel grado de influencia del soporteen la adsorciónde moléculasde

aguaserealizóla isotermadela lipasacrudade Rh.miehei(Lipozyme~10000L) en airey en

ciclohexanoanhídró.Estalipasaesuna disolución acuosay presentaun elevadocontenido

en azúcares,por lo quefue extremadamentecomplejoliofilizaría, ya queno sepudo congelar

porprocedimientosconvencionales.Aunquefmalmenteselogró desecarcongelándolaa-180

con nitrógenolíquido (ver111.9.2.).

En la bibliografía se recogen algunas isotermas del derivado inmovilizado de

Rh.miehei(Lipozyme~ 1M20)’09’21’2” pero no seha encontradoningunainformación acerca

de la lipasacrudade Rltmiehet,debidoprobablementea las dificultadesexperimentalesantes

mencionadas.
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Figura 73: Isotermas
ciclohexanoanhidro.

0.20 0.40 0.60 0.80 1 .00

aodvf dad de agua (alt)

de adsorciónde la lipasa cruda de Rh.nuiehei con y sin 1 ml de

()

Las isotermasde la lipasa cruda de Rh.m¡ehe¡en aire y en ciclohexanoson muy

similares, lo que indica que en este caso las moléculasde aguano son captadaspor el

disolventeoxgánicosino por las proteínas.En las primerasfasesde la isoterma al añadir

1.40 -

1.20 Q) ff~agta
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pequeñascantidadesde aguaseproducenimportantesvariacionesen el valor de ¾. lo que

indica que la enzimacruda,forzadaa llegar a un extremo de deshidrataciónmuy acusado

tiende& rehidratarsecon avidez,fenómenoque en parteesdificultado por la presenciadel

disolvente,puésésterechazalas moléculasde aguay provocaque la rebidrataciónde la

enzimaseamásdificil. No obstante,estefenómenoes muchomásacusadoqueen e] casodel

derivadoinmovilizado ya que paraalcanzarun valor de a.« superiora 0,4 esnecesarioañadir

mayor cantidadde aguaa la lipasa cruda, como seobservaen la Figura 74, en la que se

superponenlas isotermasde ambasenzimas.
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Figura 74: Isotermas
ciclohexanoanhidro.

de la lipasa de RA.miehel cruda e immovilizada, con 1 ml de

Como se observaen la Figura 74 la primerapartede ambasisotermases semejante,

pero apartir de aproximadamentea~= 0,4 las isotermasseseparan.Estehechoíndicaque en

laprimerafasede la isoterma,correspondienteal aguafuertementeligadaala enzimael agua

seadsorbepreferentementesobrela proteína,peroa partirdeuna actividaddeaguasuperior

a 0,4 las moléculas son aceptadaspor el soporte, por lo que la isoterma del derivado

inmovilizado crecemáslentamente.

0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
cvfad de agua (a.~
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17V.6A.d.2.-Influenciade la a~ en la actividad de la lipasa de Rh.miehei.

Paraanalizarla influenciade la actividadde aguadel biocatalizadoren el desarrollo

de la reacciónde síntesisdel ésterbutilico de Ibuprofeno en ciclohexanosesiguierondos

metodologías:

a).- pre-equilibrandola lipasaa un determinadovalor de a~

b).- sin pre-equihbnarla lipasaa un determinadovalor de a.~

A).- Pro-equilibrio de la lipasade Rh.pn¿eheza un determmadovalor de a~

A continuación,se realizaron una serie de reacciones,ajustandoy equilibrando

previamenteambaslipasasa determinadosvaloresde actividadde agua(0,3; 0,5 y 0,8).

En las Figuras 75 y 76 se representanlos rendimientosde la reacción¿atándarde

síntesisde la lipasacrudae inmovilizadade R.h.rniehezparadeterminadosvaloresde a,~.

Figuras 75: Rendimiento de las reaccionesde síntesis del éster butílico de Ibuprofeno
catalizadaspor la lipasacruda deRh.mieheipro-equilibradaavaloresde a.~de 0,3; 0,5 y 0,75

mndmanft on ~ater t~)
1.20

0 50 100 150 200 250 300
U.mpc(IPwu.~>
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80

Figuras 76: Rendimiento de las reaccionesde síntesisdel éster butílico de Ibuprofeno
catalizadaspor la ~¡pasainmovilizada(1M20) de Rhsniehei pre-equilibradaa valoresde a~
da 0,3; 0,5 y 0,75.

En la Tabla 56 serecogenlos valoresde rendimientoy excesoenantioméricode las

reaccionesde síntesisajustadasa un determinadovalor de a~.

Tabla 56: Rendimientoy excesoenantioméricode la reacciónde síntesisdel esterbutílico
de Ibuprofenocatalizadapor la lipasadeRiuniehezcrudae inmovilizada,ajustadasa valores
de a~ de0,3; 0,5 y 0,8 respectivamente(tiempo reacc¡án=72 h).

enzima cruda

rend (%) ce (%)

enzima inmnoviliza

rend (%) ee (%)

a.~= 0,3

¾=0,5

a~ 0,75

0,303±0,005 0,39±0,0]

0,42±0,06 0,24±0,01

0,32±0,03 0,18±0,007

95±1 71±3

87±1 79±3

88±1 69±2

En la

inmovilizada

deshidratada

Tabla 56 se observannotablesdiferenciasen la actividadde la lipasacruda e

de Rh.miehei. El redimiento de la reacción catalizadapor la lipasa cruda

espracticamentenulo tras 72 h de reacción,por lo que se d~arontranscurnr

ra’,dml.nto en á.ter <~)
120

100

80

60

20 40 60
Guapo <bod’ugI
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estasreaccionesdurante262 h, aunqueel rendimientoalcanzadofue de aproximadamenteel

1 % paratodas las actividadesde aguaanalizadas,como seobservaen la Figura 75. Esta

pérdidadeactividaddebeserconsecuenciade las condicionestan drásticasde desecacióna

quefue sometidala lipasacruda,queprovocaríanimportantesalteracionesenla conformación

de la lipasa, que no se recuperarona pesar de la rehidrataciónde la enzima. Estalipasa,

aunquemuestraunatendenciaascendenteen cuantoa su actividadatiemposmuy largosde

reacción,solamentellega al 1% de rendimiento.

Porel contrario,la lipasainmovilizadaincrementasuactividadde forma espectacular

tras equilibraríahastavaloresfijos de a~ (Figura 76). Aunquelas diferenciasen cuantoal

rendimientode las reacciones,a diferentesvaloresde actividadde agua,son insignificantes,

como seobservaen la Figura anterior, al analizarlos resultadosrecogidosen la Tabla 55 a

un tiempo fijo de 72 h se observaqueal aumentarel contenidoen agua(a.~= 0,5 y 0,8) se

produceunaligeradisminuciónde la actividadenzimática,comoyafue descritoporMono?96

debido a que paraelevadosvaloresde ¾la preparaciónenzimáticaestátan hidratada que

se obstaculizala libre difusión de los sustratoshidrofóbicoshastael centro activo de la

enzima,disminuyendola velocidadde la reacción.Asismimo Klibanov y Zaks82observaron

que cuandose alcanzael límite de la solubilidad de una determinadaenzimaen agualas

moéculasde enzimatiendenaformaraglomeradosdesprovistosdeactividadcatalítica.Efectos

similaresfueron descritospor Vazquezy cok.270.

B).- Sin ore-equilibriode la lipasade Rh.ín¡eheia un determinadovalor de a.~

Paraestudiarel comportamientodel sistemacon diferentesvaloresde aguaseprocedió

a realizaruna seriede experimentosconsistentesen cuantificar el rendimientode diferentes

reaccionesde esterificaciónde Ibuprofenocon butanol en ciclohexano(ambospreviamente

desecados(verhL 1.2), utilizandocomo biocatalizadordiferentespreparacionesdel derivado

mmovilizado 1M20, desecadoy con un excesode agua,con el Fm de compararloscon el

comportamientodel sistemahabitual,estoes, el derivado1M20 utilizado sin manipulaciones

previas.

Parapoderestablecerun parámetrorelativo que definala cantidaddeaguaque lleva

el derivado1M20, seutilizó el valor de ¾.bién seamedido directamente,o biena travésde
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la isotermacorrespondiente,apartir de la lecturadel valor de a~segúnel contenidoen agua

del sistema.

Así en la siguientegráfica (Figura77) semuestranlas conversionesobtenidascon 3

sistemasdiferentes:

a).- catalizador1M20 convencional(a~=0,382)

b).- catalizador1M20 desecado(¾=0,138)

e).- catalizador1M20 + 300 mg de agua(a.? 1)

1? E<’~~— ~W~Zfit~ (B~l) 3

Figura77:: Rendimientoobtenido en la reacciónde síntesisdel ésterbutilico de Ibuprofeno,
catalizadapor el derivadoinmovilizado 1M20 convencional,desecadoy con excesode agua.

Comopuedeobservarse,el resultadoobtenido es sensiblementediferente. Así, para

el valor másbajo de¾~seobservaunamenorconversión,asícomoun cierto comportamiento

sigmoidal,con un periodode inflexión o latencia,mientrasqueparael sistemaestándar(a.r

0,382) seobservael caracteristicocomportamientode cinéticade pseudoprimerorden.Por su

parte, para el derivadohidratado(¾=1), el rendimientoobtenido se sitúa en una zona

intermediaentre los otros dos casos.A la vista de estosresultadossepuedeconcluir que,

cuando el sistemabiocatalíticose lleva a bajos valoresde a.~, a medida que progresala

mmoles ster sintetIzado
1.3

40
tiempo O~
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reacción,esto es, se va formando el ésterbutílico del Ibuprofeno,al mismo tiempo se va

generandoagua.Puestoque en estazonade la isotermala curva del sistemaen aire queda

por encimade la del ciclohexanosepuedeconsiderarque el aguaque seva generandoes

atrapadapor el ciclohexano,y por tanto,no puederehidratarcorrectamentea la enzima,por

lo que el rendimientoobtenidono es excesivamentebueno.

Parael casodel catalizadoren suestadoestándar(¾=0,382), la situacióndel derivado

estámuy próximaal punto de corte de ambasisotermasdel derivado1M20 en aire y en

cíclohexano.Estehechoimplica que el aguaque lleva el catalizador“per se” (10% (p/p))25’

puedesercompartidaentreen catalizadory el disolvente,de forma que sepuedeconsiderar

que estaes la zonaóptima de trabajo del derivadoLipozyme~ 1M20.

Paraelevadosvaloresde ¾~el aguaen exceso,que deberíainhibir la reacciónde

smtesisde ésterespor la ley de acción de masas,es rechazadapor el ciclohexano,que no la

disuelve,impidiendoque lleguehastael biocatalizador,modulandoasí el efecto inhibitorio

esperadoy, por tanto, permitiendoel desarrollode la síntesisde ésteres.Vazquezy cok270

mdicanque seproduceunadrásticareducciónde la velocidadinicial de la reacciónde síntesis

del laurato de geranilo,catalizadapor Lipozymet 1M20 al saturarestederivadoenzimático

con agua utilizando isooctano saturado en agua como disolvente. El hecho de que el

disolventeestésaturadoen aguaprovocaesteefecto inhibitorio, ya que la enzimadesecada

captacon avidezel aguadel disolvente,siendoactivadesdeel primermomentoy provocando

su rápida inhibición. Las moléculasde aguaen excesose colocan alrededordel derivado

mmovilizado formandouna seriede capas:segúnva aumentandoel grosorde estascapasse

dificulta el accesodel sustratohastala enzima,debidoa la bajasolubilidadde estossustratos

en agua,por lo queseproduceuna disminuciónen la velocidadde la reacciónestudiadapor

Vazquezy co/sM70. En nuestrocaso,dado que la enzimay el disolventehan sido desecados

previamente,amboscompitenpor las moléculasde agua,por lo que seproduceun período

de latenciaen la actividadque coincidecon la rehidrataciónlentainicial del derivado.

En la Figura 78 semuestrandos microfotografíasen las que sepuedecompararel

estado del derivado inmovilizado Lipozyme® 1M20 antes y despuésde la reacción de
270esterificación,desarrolladaen isooctanosaturadoen agua
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Figura 78: Microfotografiasen las que semuestrael estadodel derivadoinmovilizado1M20,
a tiempo cero (A) y tras la tercerareutilización(B). Las flechasseñalanlas moléculasde

270

agua

En la Figura78B seobservanlas moléculasde aguadispuestasalrededordel derivado

mmovilizado Estasimagenesconfirman el efecto físico del aguaal acumularsesobreel

denvado1M20

En conclusión,paraambasmetodologías,sin y con previaequilibracióndel derivado

de la lipasade RJi.míehe¡inmovilizadoporadsorciónsobreunaresinade intercambioaniánico

(Lipozym& 1M20), seobtienenmejoresresultadosparavaloresde a.~’ 0,3-0,4(puntode corte

de las dos isotermasde estederivadoen airey en ciclohexano(Figura 72).

Asimismo, si el derivadommovilizado1M20 sepre-equilibraa un determinadovalor

de¾~seobtienenmejoresconversionesglobalesquesi el catalizadorno sepre-equilibra.Esto

indica que en el segundocaso el pre-equilibriodel derivadoseproduceen el transcursode

la reacciónde esterificación,por lo quela velocidadmicial deestareacciónes menor,debido

a la existenciade un periodo inicial de latencia.
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IV.6.1.e.-. Influenciadela RELACION MOLAR DE SUSTRATOS (ácido/alcohol

)

Para estudiarla influencia de la concentraciónde los sustratosde la reacciónde

síntesisde ésteres,catalizadapor la lipasa de Rh.mieheicruda e inmovilizada(1M20) se

realizaronuna seriede reaccionesen las que se varió la concentraciónde uno de los dos

sustratosde la reacciónestándarde sintesis(ácidoz= (R,S) Ibuprofenoy alcohob butanol),

manteniendoconstanteslas otrascondicionesde reacción.

Sin embargo,la cuantificaciónde las reaccionesse llevó a cabo de forma distinta,

monitorizandola disminución de la concentraciónde cadaenantiómerodel ácido (LS)

IbuprofenoporHPLC con columnaquiral (verIILS.3.). La determinacióndel rendimientode

la reacciónserealizó considerandola disminuciónde la concentraciónde cadaenantiómero

del ácido durante el transcursode la reacción. Para dicha determinaciónse hizo una

calibraciónprevia obtenidaal representarlas áreasintegradasde cadaenantiómeroen los

cromatogramascorrespondientesfrente a la concentraciónde cadaisómero(Figura 79). El

cálculodela concentraciónde cadaenantiómerosehizo dividiendo entredosla concentración

total de ácidoutilizado. En la Figura 79 serepresentala rectade calibrado,que resultóser

la mismaparalos dosenantiómeros,dadoque el ácido de partidaes una mezclaracémica.

área enant¡ám.ra

1E+7 1

SE+6
áreaenantiómero=(l,2+0,02)lOE+7* [Pv!]+ (3,3+0,5)IOE+5

N= 58 R=0,979
GE+6 ttab. 1,67 texp. 51,2

L F tab.=2,79 E exp. 2625

4E+8 fi

2E+6 3=

OE+0
0.00 0.20 0.40 0.60 0.60

concentración enantiúnero fbi)

Figura79: Rectade calibradoparadeterminarla concentracióndecadaenantiómerodel (R,S)
Ibuprofeno.
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[V.&l.e.1.- Estudio de ¡a variación de concenfraciónde butanol

.

En una primera serie de reaccionesse varió la concentraciónde butanol en un

intervalo comprendidoentreO,l25M y l,25M
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FiguraSO: Disminuciónde la concentraciónde los ennatiámerosR y S del (R,S)Ibuprofeno
en el cursode la reacciónde esterificacióncon butanol, catalizadapor la lipasacrudade
.Rh.miehei. Variaciónrelacionesmolaresácido/alcohol:1/1; 1/2; 1/5 y 1/10.
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La concentraciónde (R,S) Ibuprofenose mantuvoconstantea 0,125M; estaserie de

reaccionesfueron catalizadaspor la lipasacrudadeRh.miehef. Las curvasrepresentadasen

la Figura SO, en las que se reperesentala disminución de la concentraciónde cada

enantiómerodel ácido durantela reacciónde síntesisdel ésterbutílico se ajustaron a un

modeloexponencialdecreciente:[ácidoR o S] = A ekt, utilizandoel programaEXiFIT, dentro

del paqueteintegradoSIMFIT versión 4.0 254 De estaforma secalcularonlas velocidades

iniciales(V0) de disminución,que seinideantambiénen la Figura80.

De igual forma, se realizó una serie de reacciones de esterificación con

concentracionesvariablesdebutanol, catalizadaspor la lipasainmovilizada de Rh.miehei

(IMZO), que fueron seguidoscon la msima metodología.

Los resultadosobtenidossemuestranen la Figura 81, en la páginasiguiente.
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Antiinflamatorios no esteroideos (Al/VEs)

Tal y como se indicó en la sección1L2.S.b.1., a] comentar los parámetrosde

enantioselectividaddescritos en la bibliografía se hizo referencia al coeficiente de

enantioselectividad(E), que correlacionalas velocidadesde conversiónde dosenantiómeros

de un sustratoen condicionesdeprimerorden. Estecoeficiente,parael estudiollevadoa cabo

en la presenteTesisDoctoral, corresponderlaal cocienteobtenido al dividir los valoresde las

velocidadesiniciales deesterificaciónparacadaisómero.Los valoresobtenidosaparecenen

la Tabla 57.

Tabla57:Velocidadesiniciales(Milt) de esterificaciónde dasisómerosdel (R,S)-Ibuprofeno,
al variar la concentraciónde butanol. [(R,S)-Ibuprofeno1~~~= O,125M (constante).

¡cid/OH

enzima cruda enzima Inmoviliza

V
0(7R) V¿S) E

(Mli’) (Mli’)
1’JR) V,(S) E
(Mli’) (N01

1)

1/1

¡/2

1/5

1/10

(1,51±O,O6)1O~ (2,34±0,O8)1O-~ 15,5

(I,7±0,2)10~ (5,55±0,03)10-’ 32,6

(1,53±O,3)1O~ (1,2±0,2)10-’ 7,8

(5,7±0,5)l0-~ (1,66±O,02)I0~’ 29,1

(1,9±0,3)I0~ (1,15±0,01)10.2 6,0

(1,1±0,4)10-’ (6,44±0,01)10-’ 5,7

(1,5±0,2)10-’ (7,8±O,4)10’ 5,2

(2,7±0,9)I0~ (2,9±0,08)10-’ 10,7

Tras estudiarlos resultadosobtenidos,seobservacomo los efectosinhibitorios del

excesodealcoholsemanifiestanfundamentalmenteparaelevadasconcentracionesdelmismo

(relación 1/lo), en el caso del enantiómeroR, mientrasquepara el enantiómero5, sobreel

quela esterificacióntranscurrede formamás enantioselectiva,dichos efectosse observana

menoresconcentracionesdebutanol,concretamente,parala relación 1/5 al utilizar la lipasa

cruday parala relación 1/2 en el caso de la lipasainmovilizada(1M20). En la bibliografía

se recogen296los efectos inhibitorios del butanol sobrela lipasa inmovilizada, el cual se

atribuyeal hechode queseproducela sustituciónde moléculasdel escudodeaguaquerodea

a la lipasapor moléculasde butanol,provocandoun cambio en la constantedieléctricadel

medio y, por tanto, desnaturalizandola enzima.

Del mismomodo, Chulalaksananukuly cols.2” analizaronel efector inhibitorio del

exceso de alcohol, etanol en su caso, en la reacción de esterificacióndel ácido oléico,

catalizadapor la lipasainmovilizadade Rh.míehe¡ (1M20). Estosautoresplantearonel hecho

de estainhibición como resultadode la imposibilidadparaformar el complejo acil-enzima.
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No obstante,Vazquezy cols.270 no observaronnigunainhibición por excesode geraniol en

la esterificacióndel ácido láurico catalizadapor LipozymJ 1M20.

Tras el estudiorealizadoen la presenteTesisDoctoral,cuyos resultadosse recogen

en las Figuras 80 y 81 y en la Tabla 57, se observa,como ya se indicó, que el efecto

inhibidor del butanol a elevadasconcentracioneses más acusadoparala lipasainmovilizada

(1M20). Porotraparte,parala lipasacruda,un aumentode laconcentraciónal doble(relación

1/2) produceunamejoraen la enantioselectividadde la enzima,obteniéndoseun incremento

del doble en el valor del parámetrode enantioselectividad(E). En condiciones1/10, el

comportamientoenantioselectivode la lipasa crudaesmuy bueno(E 29,1),aunquea costa

deperdermuchaactividad.

En conclusión,sepuedepensarquedadoqueel pasodeterminantede la velocidadde

reacciónesla formación del complejo acil-enzima,sepuedesuponerque la sustituciónde

moléculasde aguapor butanol en el microentomodel biocatalizadorparecefavorecerla

interacciónde la lipasacrudade RJa.miehejcon el enantiómeroS(+) de Ibuprofeno,hastauna

relaciónde sustratos(1:2), disminuyendola actividadparaconcentracionesmayores;mientras

que en el casode la lipasainmovilizada(1M20) no seobservanefectostan acusados.

W.6.1.e.2.-Estudio de la variaciónde la concentraciónde (R.S) Ibuprofeno

.

Ademásde analizarla influenciade la variacióndealcohol en la actividadde la lipasa

de Rh.mteheícrudae inmovilizadaseestudióla influenciaen el rendimientode ambaslipasas

de la variación de la concentraciónde ácido.

El procedimientoexperimentalseguidofue el mismo,pero en estaseriede reacciones

no sepudollevar a cabola reaccióncon unaconcentraciónde ácido 1,25 M (relación 10/1),

catalizadapor la lipasainmovilizada(Lipozym& 1M20), porqueseformó un aglomeradoque

impidió el desarrollonormal de la reacción.

En las Figuras 82 y 83 serepresentala evolución de las reacciónesde esterificación

con diferentesconcentracionesde (R,S)Ibuprofeno.en un intervalo deconcentracionesentre

O,125M y l,25M, catalizadaspor la lipasacruda de Rh.miehei(Figura 82) e inmoivlizada

(1M20) (Figura 83). En todas estas reaccionesse mantuvo constantela concentraciónde

butanol en 0,125M.
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En estaseriede reaccionestambiénseajustaronlas curvasrepresentadasen lasFiguras

83 y 84 a un modelo exponencialsimple y se calcularon las velocidadesiniciales de

desapariciónde cadaenantiámerodel ácido en cadareacción,todo ello con el programa

EXFIT. Asimismo,se determinóel coeficientede enantioselectividad(E) de cadareaccion.

Los resultadosobtenidosaparecenen la Tabla58.

Tabla 58: Velocidadesiniciales (MIt’) de esterificación de los dos isómerosdel (R,S)
Ibuprofeno,variandosu concentracióninicia]. [butanol] ~¿ 0,125M(constante).

acM/OH

enzima cruda enzima ¡umovdlza

‘4(R) ‘4(S) E
(Mb4) ~I)

‘4(R) ‘4(5) E
(Mli’)

1/1

2/1

511

10/1

(1,51±0,O6>I0-~ (2,34±0,08)10-’ 15.5

(1,3±0,2)1O~ (3,43±0,01)10-’ 26,4

0 (4,0±0,2)10-’ >100

0 (4,3±0,2)10-’ >100

(1,9±0,3)10-’ (1,51±0,O6)1O~ 6,0

(1,8±0,2)10-’ (1,51±0,06)10-2 7,06

(4,7±0,9)10-’ (1,51±0,06)10-’ >100

——

Como puede observarse,para el isómero R el efecto obtenido al aumentarla

concentraciónde (R,S)Ibuprofenoesbastantesimilarparael casode la lipasadeRh.mzehei

crudae inmovilizada(1M20), ya quepracticamentedejadeserutilizado parambasenzimas,

Esto es debidoaqueal estarel ácidoen excesolas enzimasutilizan el enantiómeropreferente

5, sin necesidadde utilizar el otro enantiómeroR.

Porotraparte,parael isómeroS, sí seobservancomportamientosdiferentesdelasdos

enzimas. La enzimainmovilizada (1M20) se inhibe por excesode ácido a partir de una

relación 5/1. Estehecho coincidecon los resultadosobtenidospor Vazquezy cola.”0, que

tambiénobervaronun efecto inhibidor del ácido en la reacciónde esterificacióndel ácido

lánrico con geraniol,catalizadapor la lipasainmovilizadadeRh.míehei(Lipozynie® 1M20).

No obstante,la enzimacrudano esinhibida por el excesode ácido.

Paravisualizarmejor los resultadosobtenidosen todaslas reaccionesestudiadas(en

en la serie de variación de ácido y en la serie de variacián de alcohol) catalizadaspor la

lipasadeRh.mieheicrudaeinmovilizada(1M20) serealizó la Figura 84, en la queserecoge

de forma conjuntalos datosexpuestosen la Tablas57 y 58.
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Como puedeobservarseen la Figura 84, para la enzima cruda al aumentar la

concentracióninicial de (R,S) Ibuprofenoseobservaun aumentode la velocidadinicial de

esterificacióndel S(-4->Ibuprofeno,conun comportamientoperféctamentemichaeliano,por lo

que secalcularonlas corerspondientesconstantescinéticas(V~~ = (4,7±0,1) ío3 Mil’ y KM

— (5,7±0,6)10.2 M))

Selogra asíungran aumentode laennatioselectividadde la lipasacrudade Rh.miehei

paraaltasconcentracionesdeácido(E>100),perode formadiferentea la seriedereacciones

de variaciónde la concentraciónde alcohol,puesen estecasotanto la enzimacruda como

la inmovilizadamantienensu actividadmuy elevada.

Como conclusión de este apartado es de destacar el gran aumento de la

enantioselectividady conversiónlogradoparalas reaccionescatalizadaspor la lipasacruda

de Rh.míehe¡al aumentarla concentracióninicial de ácido.Esteefectono estanacusadopara

la enzima inmovilizada 1M20, puesto que existe un efecto inhibidor al aumnetarla

concentraciónde ácido, lo cualpuedeserdebidoa problemasde solubilidaden condiciones

5/1 y queimposibilitó el desarrollode la reacciónde relaciónde sustratos10/1

lV.6.2.- ESTUDIO DE LAS VARIABLES CONTINUAS O ESTRUCTURALES

Las variablescontinuaso estructuralesanalizadasfueron

a).- el disolventeorgánico

b).- los sustratos: el alcohol

el ácido(R,S) 2-arilpropionico

Para esteestudiose utilizó la metodologíaOVAl, segúnla cual se modifica una

variable,la que esobjeto de estudio,mientraslas demáspermanecenconstantes.

Asimismo, se analizó la influencia de la variación de estasvariablestanto en el

rendimientode la reacciónestándarde síntesisdel ésterbutilico de Ibuprofeno,como en

la enantioselectividadde dichareacción.
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IV.6.2.a.- Influencia de ti naturaleza del DISOLVENTE ORGÁNICO

.

De acuerdocon lo indicado en la bibliografía(ver 1L2.6.) seeligió como disolvente

de la rea?cciónestándarde síntesisde ésteresun disolventeapolar,el ciclohexano(logP = 3,2),

ya queseha comprobadoquelas lipasasrequierenun medio fuertementeapolar (logP > 2)

paramantenerla capade aguaesencialpara el mantenimientode suconformaciónnativay,

por tanto, de su actividad298.

IV.6.2.a.1.- Influencia en el rendimiento.

Asimismo, se analizó la influencia de la naturalezadel disolventeorgánico en la

actividad de la lipasa de Rh.miehei cruda e inmovilizada, relacionandolos resultados

obtenidosen estasreaccionescon dosparámetrosfisicosde los disolventesorgánicos;el logP,

parámetrode polaridad, que se define como el coeficiente de partición en un sistema

octanol/agua)299y el Volumen molar <y,), parámetroestérico que equivaleal volumen,

expresadoen litros, que ocupa un mol de disolvente. Este último parámetroindica la

capacidadde solvataciánde un determinadodisolvente299 (Tabla 59).

Tabla 59: Disolventesorgánicosutilizados,valor de sus corespondienteslogP y volumen
molar(Vm)y rendimientodelasreaccionesde sintesisdel ésterbutilico deIbuprofenoen cada
disolvente(72h).

DISOLVENTE log? VM enz.cruda enzin¡nov

dimetilformamida -1,0 0,08

dioxano

acetonxtnlo O

isobutilmetilceto 1,4 0,05 0

diisopropiléter 2,03 0,14 11,5±0,7 42±2

1,1,1-tuicloroetano 2,49 0,10

tolueno 74±1 57±2

ciclohexano 65±1 66±1

hexano 54±4 72±1

heptano 50±3 42,9±0,3

iso-octano 49±2 73±1
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Paraanalizar la influencia de cadaparámetroen el rendimientode la reacciónse

utilizó elprogramaestadísticoSTATGRAPH269;obteniéndoselas correspondientesmatrices

de correlación(Tablas60 A y B)):

Tablas60: Matricesde conelaci¿nde los rendimientosde¡a lipasacruda(A) e inmovilizada
(B) de Rh.miehei.

enzimacruda

rend. ¡cg? VM

read. 1 0,79 0,38

IogP 1 0,82

VM

enzima inmovilizada(1M20)

rcnd. IogP VM

rend. 1 0,89 0,61

¡cg? 1 0,82

VM 1

El parámetromás influyente en la actividad sintetasade ambaslipasases el logP,

parámetroque determinael gradode polaridad de cadadisolventeorgánico.

A continuación,se hizo un ajustepor regresiónlineal de dicho parámetro

valores de rendimientoobtenidospara cadalipasa. Las ecuacionesde las rectas

sigmentes:

con los

son las

1).- Ajuste rendimiento -

La.- linasacrudade R.m¡ehei

rendimiento(%) =

n = 33

t~=7

~SND.xC49

logP del disolvente.

(13±2)logP + (8±.5)

R = 0,613

7031 (a—O 05) = 1

FIJI(~~..OO
5) 289

Ib.- lipasainmovilizadade R.miehei

rendimiento(%)
n 33

t =11cxp

118

(15±1)logP + (8±3)

E. 0,793

(«-O 05> 170

F131(«=035)=2,89
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En las Figuras 85 A y B serepresentanlas rectas,limites de confianzay límites de

predicció obtenidosen el ajustepor regresiánlineal del rendimientode cadalipasaen la

reacciáir de síntesis del éster butílico de Ibuprofeno frente al logP de los disolventes

analizados.
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Figura 85: Ajuste por regresiónlineal de la actividadde las lipasascruda(A) e inmovilizada
(B) de la lipasade Rh.miehe¡frente al log 1’ de los disolventesanalizados.

Tras analizarla influenciade la polaridadde diferentesdisolventesen la actividadde

la lipasade Rh.mxehe¡libre einmovilizadaseobtuvo unamejor correlación(R = 0.793) para

la lipasa mmovilizada de Rh.tnieheí, ya que la actividad sintetasade esta enzima está

directamenterelacionadacon el caracterapolardel disolvente.Estacorrelaciónfuemenorpara

la lipasacruda(E. = 0,613),ya que la máximaactividadse alcanzócon el tolueno (logP =

2,5), y fue disminuyendoligeramenteal aumentarel caracterapolardel medio.

Tanto la lipasa libre como la lipasainmovilizadade Rh.m¡eheifueron inactivascon

disolventespoíares(dimetilformaimda,dioxano,isobutilmetilcetonay acetonitrilo),con logP

inferior a 2; ya que estosdisolventesextraen el aguaesencialde la lipasa,provocandola

alteración de la conformaciónnativa de la proteína300.Estos res~tadoscoincidencon lo

indicado por Mille?” y Svanholm285en la reacciónde síntesisdel miristato de propilo y

Manjón2” en la síntesis del butirato de etilo. Estos autores trabajaron con la lipasa

inmovilizada de Rhaníehezy observaronuna marcadadiferenciaen la actividad de dicha
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enzimaen función de lanaturalezadel disolvente,ya quepasabade serpracticamenteinactiva

con disolventesapolaresy muy activa con los disolventesmás apolares.

IN.6.Z.a.2.- Influencia en la enantioselectividad

A continuación,se analizóla influenciade lanaturalezadel disolventeorgánicoen la

enantioselectividadde la lipasade Rh.m¡ehe¡cruda e inmovilizada. Estosresultadosy los

parámetrosfísicos de cadadisolventelogP y Vm se muestranen la Tabla 61.

Tabla 61: Disolventesorgánicosutilizados,
molar (Vm) y rendimientodelasreaccionesde
disolvente(72h).

valor de sus corespondienteslogP y volumen
síntesisdel ésterbutilico de ibuprofenoen cada

DISOLVENTE Iogl> VM enz.cruda
(ee %)

enz.inmov.
(ee %)

dimetilformamida -1,0 0,08 0 0

dioxano -0,4 0,09 0 0

acetonitrilo -0,33 0,13 0 0

isobutilmetilceto 1,4 0,05 0 0

diisopropiléter 2,03 0,14 9.9±0,5 32,6±0,3

1,1,1-tricloroetano 2,49 0,10 47,2±0,2 67±1

tolueno 2,5 0,11 53±4 54±1

ciclohexano 3,2 0,11 68±3 85±4

hexano 3,5 0,13 68±3 80±1

heptano 4,0 0,15 72±2 66±2

¡so-octano 4,5 0,17 48±2 77±3

Utilizando el programaestadísticoSTATGRAPH269 se

matricesde correlación(Tablas62 A y B):

obtuvieron las siguientes
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Tabla62: Matricesde correlaciónde la enantioselectividadde la lipasacrudae inmovilizada
deRh.miehe¡

enzima cruda enzima inmovilizada (14420)

ce logP VM

ce 1 0,86 0,50

¡ogP 1 0,82

VM
=

1

ce logP VM

ce 1 0,90 0,57

iogP 1 0,82

VM

El parámetromásinfluyente en la enantioselectividadde ambaslipasasesel logP;por

lo que sepuedeconcluir que tanto la actividad como la enantioselectividadde la lipasa de

.Rh.miehei en la reacción de síntesis de ésteresen diversosmedios orgánicos depende

fundamentalmentede la polaridad del disolventeorgánico.

Tras el ajustepor regresiónlineal del logP con los valoresde excesoennatiomérico

obtenidosseobtuvieronlas siguientesrectas:

U).- Ajuste excesoenandomérico- logP del disolvente

1 a - lipasacrudade Rh.m¡ehei

excesoenantiomérico(ce) (%) = (14+1) logP + (5±4) (38]

n = 33 R 0,739

t = 1 («0,05) ,70., 9,4 t13 =

88 (a0,05> 2,89

Ib - lipasainmovilizadade Rh.mzeheí

excesoenantiomérico(ee)(%) = (17±1)logP + (7±4) [39]

n=33 R=0,821

12 ~1,31 (a—O.05> 1,70

F¡J1(«~v05)= 2,89

En las Figuras86 A y B serepresentanlas rectas,limites de confianzay límites de

predicciónobtenidosen el ajustepor regresiónlineal del excesoenantioméricode cadalipasa

en la reacciónde síntesisdel ésterbutilico de Ibuprofenofrenteal IogP de los disolventes
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analizados.
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Figuras86: Ajuste porregresiónlineal de la actividadde las lipasascruda(A) e inmovilizada
(B) de la lipasade Rh.m¡ehe¡ frente al log P de los disolventesanalizados

Analizandolos resultadosobtenidoscon los disolventesmásapolares(logP mayor de

2,49)seobservaque el comportamientode estasdos enzimasessimilar. En el caso de la

lipasa inmovilizada (Lipozyme® 1M20) se produce un aumento del rendimiento y la

enantioselectividadde la reacción con la polaridadde los disolventes,coincidiendocon lo

indicadopor los autoresanteriormentecitados285’287~01.La lipasacruda(Lipozym& lOOOOL),

cuyo comportamientocon distintosdisolventesno ha sido estudiadoanteriormente,alcanza

sumáximaenantioselectividadcon el tolueno(logP = 2,5),descendiendoligeramentecon los

disolventesmásapolares.Por el contrario, el valor del excesoenantiomérico,parámetroque

determinael grado de enantioselectividadalcanzado,alcanzasus valoresmáximos con los

disolventesmás apolares.Estosresultadosparecenindicar quela lipasade R.mieheies más

enantioselectivacon los disolventesmás apolares(logP > 3), por lo que el rendimientose

mantieneen tomo al 50%,ya quesolo reconoceuno de los enantiómeros.Con el disolvente

más apolar (isooctano; logP 4,5) se produce una disminución drástica de la

enantioselectividadparala lipasacruda, debido a problemasdifusionalesque dificultad el

accesode los sustratosal centro activo de la lipasa enzima.

-2 -1 0 1 2 3 4 5

¡cg P

-2 -1 0 1 2 3 4 5
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El disolvente utilizado en la reacción estándarde síntesis del ésterbutilico de

Ibuprofeno fue el ciclohexano(logP = 3,2), disolvente apolar intermedio,con el que se

obtuvieion muy buenosresultadostanto de rendimientocomo de enantioselectividadcon las

dos lipasasy que ademásfueronsimilarespara ambaslipasas.

Para analizarla influencia en el procesode la naturalezade los ácidos (R,S) 2-

arilpropiónicosseutilizó el diisopropiléter,debidoa la necesidadde utilizar un disolventeen

el que se solubilizaran estosácidosy la lipasa de Rhmiehei fuera activa.

IV.6.2.b.- Influencia de la CADENA ALCOHOLICA

Con el fm de analizarla influenciade la naturalezadel alcohol en la actividadde la

lipasa de Rh.m¡ehe¡ Se llevó a cabo la reacción estándarde síntesisde ésteresde (R,S)

Ibuprofeno vanandoel tipo del alcohol utilizado.

IV.6.2.b.1.- Influencia en el rendimiento de la reacción

Si se asumela fonnaciónde un complejointermedioacil-enzimadurantela reacción

de síntesisde ésteres,el rendimientofinal de la reaccióndependeráde la accesibilidaddel

nucleáfilo(alcohol, en estecaso)al enlaceacil-enzima;de ahí la influenciade la naturaleza

del alcohol en el rendimientode estasreacciones.

En la Tabla 63 aparecenlos rendimientosfinales(72h) de cadareacción,expresados

en porcentajede estersintetizadoy en actividadespecífica(nnnol ester sintetizados/mgde

proteína).

Tabla 63: Actividad de la lipasa cruda e inmovilizada de R.mzehezen la reacción de
esterificacióndel (R,S) Ibuprofenocon diversosalcoholes(72h).

ALCOHOL

enzima cruda enzim ¡nmnovil

rend nunol!
(%) mg prot<~

rend mmol/
(%) mg proC~

1-butano]

3-metil-1-butanol

1-octanol

2-propanol

ciclohexanol

49±2 0,024

61±2 0,029

33±1 0,016

10±0,1 0,005

15±1 0,007

73±1 0.025

25±1 0.009

34±1 0.012

0 O

0 O
«9actividad expresadaen mmo~eséstersintetizado/mgproteina

281



Ácidos (R,S) 2-arlipropiónicos

En la Figuras 87 A y B semuestrael resultadoobtenidocon cadaalcohol a distintos

tiemposde reacción.

LIPASA CRUDA LIPASA INMOVILIZADA <1M201

Figuras 87: Rendimientode la reacciónde esterificacióndel (R,S) Ibuprofenocon distintos
alcoholes,catalizadapor la lipasacruda(A) e inmovilizada(E) deRh.mieheí.

Las lipasas especificas,como la lipasa de R.miehei, catalizan las reaccionesde

esterificaciónpreferentementecon alcoholesprimarios,mientrasque su actividad es muy

pobre con alcoholessecundariosy, al igual que todaslas lipasas,no es activa con alcoholes

terciarios302.Porestarazón,en esteestudiode la influenciadel alcohol en la actividadde la

lipasa cruda e inmovilizada de R.miehei se analizaron diversosalcoholesprimarios de

diferente longitud (1-butanol y 1-octanol) y ramificado (3-metil-l-butanol); alcoholes

secundariosalifático (2-propanol)y cíclico (ciclohexanol),pero no seanalizaronalcoholes

terciarios.

En las Figuras 87 A y B se observaque la lipasa inmovilizada de Rh.mniehe¡

(Lipozyme® 1M20) no es activa con los alcoholessecundariosutilizados, mientrasque la

rendn,I.nto en I.t.T (34> rendm¡.nto en ñte, ~4)
100

40 40
Sampa (ho,uq? á,~ fPica~

o 20 60 50

282



Resuliados y Discusión

lipasa cruda presentauna actividad muy baja con dichos alcoholes, en relación con la

actividadobtenidacon los alcoholesprimarios.Resultadosanálogoshan sido descritospor

SvanhoFm285en la reacciónde esterificacióndel ácidomirístico, dondeobtuvo rendimientos

del 90% con los alcoholesprimarios ensayadosy rendimientosdel 10% con los alcoholes

secundarios.

Los alcoholesprimariosestudiadospresentanmásde cuatroátomosde carbono,yaque

los alcoholesprimarios de cadenacortacomo el etanol,debido a su alta hidrofília

(logP = -0,24),ejerceun efectodeshidratantesobrela lipasa,disminuyendosuactividad28~03.

Entrelos alcoholesprimarios,tanto con la lipasacrudacomo con la inmovilizada,los

mejoresresultadosse obtuvieroncon 1—butanol y los peorescon 1-octanol, debido a la

disminuciónde la actividadde la lipasade Rh.miehei al aumentarla longitud de la cadena

alcohólica.

Miller30’ tras analizarla actividadde la lipasainmovilizadadeRh.nñehei (Lipozymet

1M20) en la reacciónde esterificacióndel ácidomirística con diferentesalcoholesprimarios

(con radicalesalquilicosy aromáticosen laposiciónfr con gruposfuncionalespolaresen esa

mismaposición y diversosalcoholescon insaturacionesy gruposaromáticosen sucadena),

llegó a la conclusiónde que estaenzimaadmite una gran variedadde sustratosalcohólicos

debido a que su centro activo estárodeadode una gran zona hidrófoba. Por tanto, los

sustratosmás apolarespresentaránuna gran afinidad por esta región, favoreciendo el

desarrollode las reaccionesde esterificación.No obstante,estasconclusionesdebenmatizarse

tras analizarlos resultadosrepresentadosen las Figuras87 A y B, dado elmenorrendimiento

obtenido con el 1-octanol(logP = 2.90) respectoal 1-butanol(logP = 0.80). a pesarde su

caractermásapolar,lo queindica quela longitud de la cadenade los alcoholesprimarioses

un factor más influyenteen la actividadde la lipasa de Rkmieheique la polaridadde los

alcoholes.

Trasesteestudioseobservóqueel alcoholmásadecuadoparala lipasade Rh.miehei,

tanto cruda como inmovilizada, es el 1-butanol,ya que con este alcohol se alcanzaron

elevadosy semejantesvaloresde actividadespecíficaparaambaslipasas:0,024 mmol/mgcon

la lipasacruday 0,025 mmnol/mg con la lipasainmovilizada.

283



Acidos (LS> 2-arilpropion¡cos

liV.6.2.b.2.- Influencia en la enantioselectividad

Ademásde analizarla influenciade la naturalezadel alcohol en el rendimientode la

reacción de esterificación del (R,S) Ibuprofeno se estudió su influencia en la

enantioselectividadde dichasreacciones.

En la Tabla64 aparecenlos resultadosde excesoenantiomérico(ee) y rendimientoen

éster(%\ obtenidosal fmal de cadareacción(72 Ii).

Tabla 64: Enantioselectividadde la lipasacrudae inmovilizadade Rh.mieheien la reacción
de esterificacióndel (R,S)Ibuprofenocon diversosalcoholes(7214

ALCOHOL

enzima cruda enzima inmov

rend (%) ce FE
(%)

reud ee FE
(%) (%)

1-butanol

3-meti¡-1-butanol

1-octanol

2-propanol

ciclohexanol

49±2 48±2 0,5

61±2 79±2 0,5

33±1 43±1 0,8

10±0,1 0,40±0,01 0,03

15±1 3±0,1 0,1

73±1 77±3 0,3

25±1 59±2 1,8

34±1 76±3 1,5

0

0

La enantioselectividadalcanzadaen cadareacciónestádirectamenterelacionadacon

el rendimientoobtenido, ya que las reaccionesde mayor rendimientoson tambiénlas de

mayor enantioselectividad.De ahíquelos valoresde excesoenantioméricoobtenidoscon los

alcoholesprimariosseanmuy superioresa los obtenidoscon los alcoholessecundarios.

Los datos de factor de enantioselectividad(FE) obtenidoscon cadaalcohol no son

comparables,ya que en algunasreaccionesa las 72h de reacciónsehasobrepasadoel 50%

de conversión,mientrasque en otrastodaviano seha alcanzado.

El 1-butanolfue el alcohol con el que seobtuvieronmejoresresultadoscon ambas

lipasas,por lo queseutilizó en la reacciónestándarde esterificación.
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liV.6.2.c.- Influencia del ACuDO (RSi 2-ARILPROPIONICO

A continuaciónsellevó a cabola síntesisenantioselectivade los ésteresbutilicos de

diferentés ácidos (R,S) 2-arilpropiónicos, catalizadapor la lipasa de R.h.miehei cruda e

inmovilizada. Debido a la escasasolubilidad de estossustratos,seutilizó un disolventelo

suficientementeapolarcomoparaquela lipasadeRhjniehei puedieradesarrollarsuactividad

y lo suficientementepolar, como para que todos los ácidosestudiadosfueran solubles;el

disolventeutilizado que reuníatodasestascaracterísticasesel diisopropiléter(logP = 2,03).

El Naproxenoesel ácido S(+) 2-(6-metoxi-2-naftil)propiónico,pero en estasección

y con el fin de simplificar la nomenclaturautilizada, seenglobadentro de la denominación

de Naproxeno a los dos enantiómerosR(-) y 5 (±)del ácido (R,S) 2-(6-metoxi-2-

naftil)propiónico.

IV.6.2.c.I.- Influencia en el rendimiento de la reacción.

En la Figura 88 A y 13 serepresentala evoluciónde la reacciónde sintesisdel éster

butilico de cadaácido(R,S) 2-arilpropiónicofrente al tiempo.

LIPASA CRUrV’~ ~

j\\9n4,wndmi ente en leer (3<)

g9

y
40

tiempo (haime)

Figura 88: Evolución de la
2-arilpropiónicos,catalizada

LIPASA INMOVILIZADA (1M201

rendmiento — I.tu <34)
60

50

40 L—~-~Kn.~’ 1 .% -}

+2 +

.3 +
4

«; : .~ -±

20 Uempo(he<u.) 60 80

reacciónde síntesisdel ésterbutilico de diferentesácidos(R,S)
por la lipasade Rh.mieheícruda(A) e inmovilizada(E).
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Las curvasde laFigura88 seajustaronaun modeloexponencialcrecientey secalculé

la velocidadinicial de cadareacciónutilizando el programaEXFIT, del paqueteestadístico

SIMIFIT versión 4,0. En la Tabla 64 serecogenlos resultadosde velocidadinicial (mmoles

estersintetizado/hora)obtenidosen cadareacción;asícomo los valoresde logPde cadaácido

(R,S)2-arilpropiónicoestudiado.

Tabla64: Velocidadinicial de las reacciónesde síntesisde los ésteresbutilicos de diferentes
ácidos(R,S) 2-arilpropiónicos,catalizadapor la lipasade Rhaniehei crudae inmovilizaday
logPde cadaácido.

ACIDO log 1> del
ácido

enzima cruda enzima mmcvi

y0 enant
(mmol ester/li)

V, enant
(mmol ester/ii)

IBtYPROFENO

NAPROXIENO

K.ETOPROFENO

Ac. 2-fenllpropionico

3,74

2,83

2,66

1,84

(2,04±0,3)io~ S

(1,0±0,1)ío-~ S

(2,5±0,1)í0~ R

(8,1±0,7)l0~ 5

(7,4±0,8)l0~ S

(4,7±0,3)lO~ 5

(3,4±0,3)lOa R

(2,3±0,2)lO~ 5

(enant) enantiopreferencia.

Delos datosde la Tabla anteriorsepuedededucirque la reactividadrelativa de los

tres ácidoscuyo enantiómeroS(+) seesterificapreferentementees lamismaparala lipasade

Rh.pniehei cruda e inmovilizada

(R,S) Ibuprofeno > (R,S) Naproxeno> (R,S) 2-fenilpropiónico

siendola diferenciade reactividadmayorcon la lipasainmovilizadaquecon la enzimacruda.

Estereactividadrelativapuederelacionarse,en principio, con el logP de cadaácido,

de formaqueel ácidomás lipoide ((LS) Ibuprofeno)difundemejor en el medio de reacción

(diisopropiléter)haciael Centro activo de la enzima

En el casodel (R,S) Ketoprofeno,quepresentaunaenantioselectividadopuesta,hacia

el enantiómeroR, es relativamentemás reactivo que los otros ácidos paralas reacciones

catalizadaspor la lipasacruda de R.h.miehez.Esta situaciónes opuestaen las reacciones

catalizadaspor la lipasa inmovilizada(1M20). No obstante,el (R,S) Ketoprofeno es poco
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reactivo en amboscasos.

IV.6.2.c.2.- Influencia en la enantioselectividad.

En la Tabla 65 serecogenlos valoresde los parámetrosde enantioselectividad(ee y

FE) obtenidosen las reaccionesde sintesisde los ésteresbutilicos de diversosácidos(R.S)

2-arilpropiónicos.

Tabla 65~ Enantioselectividadde las reaccionesde síntesisde los ésteresbutilicos de los
ácidos(R,S) 2-axil propiónicos,catalizadapor la lipasade Rh.miehei crudae inmovilizada.

ACEPO logP

enzima cruda 1M20

re,d ce FE
(72h)

rend ee FE
(72h)

IIBIJPROFEN

MAPROXEN

KETOPROFE

2fenilpropi

3,74

2,83

2,66

1,84

11 6+07 10±0,1 13,12

5,7±0,8 1,05±0,06 6,04

13,8±0,9 9±1 16,01

4,5±0,3 26±1 4,71

42±2 32±1 72,41

27±2 7,1±0,3 36,98

20±1 9,5±0,2 25,0

13±1 8,5±0,1 14,94

Paracomprobarquela enantioselectividaddela lipasadeRh.miehei tantocrudacomo

inmovilizada varió con respectoal Ketoprofeno, se realizaron una serie de reacciones

utilizando como sustratos los enantiómerosR y S puros de dicho ácido, manteniendo

constantestodas las condicionesde la reacción.Los resultadosobtenidosse recogenen la

Tabla 66.

Tabla66: Rendimientode¡a reacciónde síntesisdel ésterbutilico de Ketoprofeno,utilizando
como sustratoslos ennatiómerosR y S purosde dicho ácido.

enzima cruda

t(h) E. S

170

263

408

22±1 0

30±2

---- 4,5±0,2

IiM2O

t(h) E. S

167 48±2 7,3±0,3

263 60±2 15+0 7

408 —— 20±1
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Como seobservaen la Tabla 66 el rendimientode la reacciónde síntesisdel éster

butílico del enantiómero5 de Ketoprofeno fue muy bajo, mientrasque en la reacción de

esterificacióndel isómeroR el rendimientoobtenido fue muy superioren las dos seriesde

reacciones, catalizadas por la lipasa de Rhiniehei cruda e inmovilizada (1M20),

respectivamente.

Tras la realización de las reaccionescon los enantiómerospuros de Ketoprofeno

quedóconfirmado quela enantiopreferenciade la lipasade Rh.miehei es diferenteen el caso

del (R,S)Ketoprofeno,ya queactúaselectivamentesobreel isómeroR, mientrasqueparalos

otros ácidos(R,S) 2-arilpropiónicosestudiadosreconocepreferentementeel isómero5.

Como ya seindicó en la secciónIV 4.2., la información recogidaen la bibliografía

acerca de la enantioselectividadde la lipasa de Rh¿niehei para los ácidos (R,S) 2-

arilpropiónicosesbastantecontradictoria.AlgunosautorescomoSt y cols.2402” observaron

un comportamientoenantioselectivode la lipasade Rh.m¡eheihaciael isómeroR del (R,S)

Ibuprofeno.Sin embargo,otros autores24’detectaronunamarcadaenantioselectividadpor el

enantiómero 5 de este mismo sustrató. Este diferente comportamientode la lipasa de

Rh.miehei sobre el mismo sustrato,como se comentó anteriormente,puedeatribuirse al

diferenteorigen de las enzimas,ya quela lipasautilizadapor Sih eradel laboratorioAmano

y la utilizadapor Rantakylá24’y pornosotrosprocedíadel laboratorioNovo-Nordisk.

Sin embargo,Palomer y cols?47276 observarontambién una modificación de la

enantiopreferenciade la lipasa de Riurnehel por el isómero R(.-) del Ketoprofeno.

La enantiopreferenciade la lipasa de Ritmieheipor el enantióniero5 de los ácidos

(R,S) 2-arilpropiánicos,exceptoen el caso del Ketoprofeno,observadaen la presenteTesis

Doctoral condujo a la obtención del éster 5 y el ácido R, tras la reacciónde síntesis

enantioselectivade dichos ácidos. Aunque el resultadoobtenido fue opuesto al que se

perseguía,la obtencióndirectadel ácidoS(+), esteresultadosupusoun importanteavanceen
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CONFIS. E <kcallmol> anaulo <9 di <A> d2 <A>

9.75
9.75
9.68
9.87

5.93
5.93
5.93
5.93

H

¡-1

o
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Dado que los cuatrosustratosson reconocidospor la lipasade Rh.,niehet,se puede

suponerque el lugar de reconocimientodebetener unas dimensionestalesquepermitan la

entradadel sustratomásvoluminoso.Así pues,el tunel de reconocimentodel grupoarilo debe

tenerunaprofundidadde la menos9,8 A, puestoque es la longitud de los enantiómerosmás

largos(Naproxenoy Ketoprofeno)y una anchuray una altura como minmo de 5,93 A cada

una de ellas para permitir la entradadel sustrato más voluminoso (Naproxeno). Las

dimensionesdel lugarde reconocimientodelgrupoarilo, diseñadasen funciónde losestudios

conformacionalesde los ácidos(R,S) 2-arilpropiónicosserepresentanen la Figura 90 A.

Asimismo, en estetunel cabríaperfectamenteel ácido 2-metildecanáico,que es el

sustratode la lipasadeRh.m¡eheimáslargo de todoslos decritosen la bibliografíaparadicha

enzimay que tiene una longitud de 9,8 A y una anchurade 5,56 A. En la Figura 90B se

representael confórmero de mínima energía de dicho ácido, dentro del lugar de

reconocimeintode arilo diseñadoen la Figura 90A en función de las dimensionesde los

ácidos<R,S) 2-arilpropiónicos.
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5.93k

1 ________________________ _____________________________

OH

Figura 90: Dimensiones del lugar de reconocimientodel grupo arilo de la lipasa de
Rh.miehei.En la FiguraA se sitúael Naproxenoy en la FiguraE el ácido 2-metildecanáico.

9.8Á
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La diferenteenantioselectividadobservadaen estaTesisDoctoralno eslapriemravez

quesedescribeparaestalipasa,como secomentóen el apanadoIV.4.1. y al principio de esta

sección.

Holmquist y cols.’89 describieronen 1993 el cambio de enantioselectividaddel

enantiómero5 al R en las reaccionesdehidrólisis del 2-metil-decanoatode 1-heptilo y del

2-metil-decanoatodebencilo,catalizadaspor la lipasadeRh.miehei.Estos autoresatribuyen

estecambio de enantioselectividada la diferenteinteraccióndel alcohol con la tapaderade

la lipasa,yaquela mutacióndel residuoArg-86 de la tapaderaa GluS7provocala alteración

de la enantioselectividadde las reaccionesdehidrólisis estudiadas,

Dadoque en nuestrocasoel sustratoquiral esel ácidoy no el alcohol seprocedióal

estudio de las variacionesde energíaproducidasal girar determinadosenlacesque se

consideraroncríticos en la moléculadeR(-) Ketoprofenoy deS(+) Ketoprofenoparapoder

acoplarseal centro activo de la lipasade RJi.míeheí.

En la Fiáura 91 se indican los 3 giros realizadosen la molécula de Ketoprofeno

utilizando paraello la DinámicaMolecular.
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H

COOH

Figura 92: Giros realizadosen la moléculadel (LS) Ketaprofeno

A continuaciónseindica la variaciónde energíaproducidaal realizarcadauno de los

giros indicadosen la Figura 92 y el ángulode giro de cadaenlace.

GIRO 1 GIRO 2

Angula de gira

(~) (34)

a0 o

a0 + 700 336

a0+l80 0,8

a0 + 25O~ 340

4,5

a0+360
0 O

ángulo de gira ilE
(0)

0

a
0+70

0 330

a
0 -4- 180~ 2.1

a0 + 250~ 301

a0 + 32O~ 4.8

cz0+360
0 Q
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GIRO 4

ángulo de giro
(0)

Al
(%)

a,, O

a0 + l20~ 43

a0 + 1800 1,6

a0 + 24O~ 8,0

a0+310 40,7

a0+360
0 O

ángulo-de giro
(0)

Al
(%)

a
0 O

0,3

a0 + 1800 - 0,6

a0 + 270~ 57

cr0+360
0 O

De estosresultadossepuedeobtenerlas siguientesconclusiones:

a).- Del giro 4 sededuceque el grupo carboxilo tienepracticamentetotal libertadde

giro paraacoplarseal centroactivo de la enzima.

h).- Del giro 3 sededuceque el enlaceque uneel centroestereogénicocon el primer

carbonoaromáticotieneciertadificultad degiro, con dosmáximosa (a
0 + 1200)y (a0

+ 3100) y dos minnnosa a0 y (a0 + 1800)

e).- De los giros 1 y 2 sededuceque los dosbencenospresentangran dificultad de

giro,por lo que dificilmentepodráalterarsesuconformaciónparaacoplarseal centro

activo de la enzima.

De forma análogase realizó el estudio de los giros de los enlacesde la moléculade

Naproxeno.Se eligió estamoléculaentrelos ácidos2-arjípropiónicosparalos que la lipasa

de Rh.rnieheies5-enantioselectivaporqueel anillo denaftalenoesel radicalmásrígido y por

tanto el que menosalterarásu confomaciónparaacoplaresela centroactivo de la lipasade

Rh.miehei. En la Figura 92 seindican los enlacesde la moléculade Naproxenoque sehan

rotadoen esteestudio
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H
H

H

o

H

H

Figura 92: Giros realizadosen la moléculade (R,S)Naproxeno

A continuaciónseindican los ángulos de giro realizadosy la diferenciade energía

producidatras cadagiro

GIRO 1 GIRO 2

ángulo de giro
(O)

Al
(%)

a0 o
a0 +600 11

a0 + 1200 94

a0 + 1800 45

a0 + 2500 12

a0 + 3000 6,1

a0 +3600 0

ángulo de giro
(0)

Al
(%)

a0 O

a0 + 600 73

a,, + 1200 1,1

a0+ 180~ 2,2

a0 + 2400 74

a0+300
0 0,1

a,,+3600 O
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GIRO 3

ángulo de giro Al
(O)

a,, O

-2,8

a,,-4- 1200 11,4

av4- lSO~ 4,3

a,, + 2400 0,9

a,, + 3000 57

a,,+3600 0

De estos resultadossepuedededucirque las barrerasenergéticasde los giros de la

moléculade S(+) Naproxenosonpequeñas,por lo que estamoléculapodráacomodarsecon

facilidad en el centroactivo de la lipasade Rh.m¡ehei.

Resultadosanálogosde diferenciade energía(AB) seobtuvieronpara los giros del

ácido(R,S) 2-fenlípropiónicoy del (R,S) Ibuprofeno.

* ** * * * * * * * * * * * * * * ** * ** * * * * * ** * * ** * * * * ** * ******* ** * * *

A continuaciónse superpusieronlos enantiómerosS(+) del ácido 2-fenilpropiónico,

delIburpofenoy del Naproxenoporel carbonoestereogénicoy porelprimeranillo aromático

de estasmoléculas.

En las Figuras93 A y B serepresentanlos enantiómerosS(+) Ibuprofenoy el ácido

5(4) 2-fenilpropiónicosuperpuestosy analizadosdesdedistinto ángulo. En la Figura A se

analizasudisposiciónen unplanoy en la FiguraB serepresentasudisposicióngirandodicho

plano un ángulode 9Q0
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Figura 93: EnantiómerosS(+) Ibuprofenoy ácido S(+) 2-fenilpropiónicosuperpuestos.

Como se observaen la Figura 93 los dos enantiómerosanalizadosse superponen

totalmente.Los restoscarboxilo,metilo y los hidrógenosdeambasmoléculassedisponenen

la misma zonaespacialy los anillos aromáticossesolapanpor completo.

A continuaciónsesuperpusieronlos enantiómerosS(+) Ibuprofenoy S(+) Naproxeno,

tambiénatravésdel centroestereogénicoy del primeranillo aromáticode cadamolécula,tal

y como se representaen la Figura94.
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Figura 94: EnantiómerosS(+) Ibuprofenoy S(+) Naproxenosuperpuestos.

En estaFigura seobservatambiénque lasdosmoléculassesuperponentotalmente,

disponiéndosesus restoscarboxilo,metilo e hidrógeno en la mismazona y solapandoseel

resto fenilo del S(+) Ibuprofenocon el primer anillo aromáticodel naftalenode la molécula

de S(+) Naproxeno.

Asimismo, se observa que las zonas

dimensionesmuy similares.Estazona se sitúa

en la lipasade Rh.míehe¡,de lo quesededuce

que el Ibuprofeno,su disposiciónen el centro

finales de las dos moléculas presentaunas

en el lugarde reconocimientodel grupoarilo

que aunqueel Naproxenoes másvoluminoso

activo de la enzimaesmuy similar
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Figura 95: EnantiónierosS(+) Naproxenoy R(-) Ketoprofenosuperpuestos.

A continuaciónse analizaronlas característicasestructuralesde los enantiómerosR

y 5 de Ketoprofeno,con el fin de deternnnarla causadel cambiode enantiopreferenciade

la lipasade Rh.míehe¡cuandoactúasobreel (R,S) Ketoprofeno.Paraello sesuperpusieron

los dos enantiómerosde Ketoprofenosobreel S(+) Naproxeno,quees el enantiómero5 más

volummoso.

En la Figura95 A seobservaquelos gruposmetilo ehidrógenode los enantiómeros

R(-)Ketoprofenoy S(+)Naproxenosecolocanhacialadosopuestos,mientrasquelos grupos

carboxilo de ambos se colocan en la misma zona, tal y como seobservaen la Figura A.

Asimismo sepuedecomprobarque la zonaaromáticade los dosenantiómerospresentauna

disposiciónmuy similar, yá que el restobenzoilo del R(-) Ketorpofenoestágirado de forma

que quedamuy próximo al anillo de naftalenodel S(+) Naproxeno.
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Figura 96: Enantiómeros S(+)Naproxenoy S(+)Ketoprofeno superpuestos.

En estaFigura se superpusoel S(+) Naproxenosobre el mismo enantiómerode

Ketoprofeno.En estecasose observaque la estructurade los dos enantiómeroses muy

diferente,ya que los restoscarboxilo, metilo e hidrógeno de ambosse disponenen zonas

opuestas.Sin embargoel factor más llamativo es la disposición del resto benzoilo del

S(+)Ketoprofeno,que estámuy alejadodel naftalenodel S(+)Naproxeno,a diferenciade lo

que se observóal superponerel enantiómeroR(-)Ketoprofeno.Como se comprobó en la

página295, el giro 1 de la moléculade Ketoprofenoestámuy impedido ya que requiere

mucha energía. Como consecuenciade la rigidez de ese enlace el enantiómero

S(+)Ketoprofenonopuedeentrar en el “tunel” dereconocimientodel grupoarilo en la lipasa

deRh.mieheiy por esoestalipasavaria su enatiopreferenciaen el casodel Ketoprofeno.
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d=6.98A

d= 5.93A

Figura 97: Dimensionesde los enantiónierosS(+)Naproxenoy S(+)Ketoprofenosuperpuestos.

y
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Paracomprobarlas dimensionesdel enantiómeroS(+)Ketoprofenosemidió la anchura

de la Figura 96 en la que se superpusieron los enantiómeros S(+)Naproxeno y

S(+)Ketoprofeno.Como seobservaen la Figura97 la anchurade la zonaaromáticadel S(+)

Ketoprofenoesmuy superior(6,98A) a las diemensionescalculadasen la Figura90 parala

zonade reconocimientode los gruposarilo en la estrucutrade la lipasade Rh.míeheí,que se

calculófue de 5,93 A. Portodo ello sepuedeconcluir que el factor determinantedel cambio

de enantiopreferenciade la lipasade Rh.m¡eheí respectodel (R,S)Ketoprofenofue la gran

distanciade la zonaarilo del enantiómeroS(+)Ketoprofenodebidoala disposiciónde suresto

bencilo y a la imposibilidadde giro de su enlace.
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Figura 98: Disposiciónde ¡os enantiómerosR y S de los ácidos(R,S) 2-arilpropiónicosen
el centroactivo de ¡a lipasade Rh.m¡ehez.

Asi puessepuedeconcluir a nivel cualitativo que:

a).- los sustratosflexibles (R,S) Ibuprofeno;ácido (R,S) 2-fenilpropiónico y (R,S)

Naproxenoseacomodancon facilidadal tunel de reconocimientodel grupoarilo de la lipasa

de Rh.,rnehei.

b).- la enantioselectividadobservadaparalos ácidos(R,S)2-arilpropiónicosindicados

en el apartadoanterior ( enantiómeroS > enantiómeroR) vienecontroladapor los subsitios

de reconocimientodel hidrógenoy del metilo, ya que estossubsitiosdel centroactivo de la

enzimareconocenmejor a estosgrupos en la configuración S. Como se representaen la

Figura98 el isómeroS seacoplaperfectamente,mientrasque el grupo metilo del isómeroR

tienemayor impedimentoparaacoplarsey el hidrógenoquedatotalmentesuelto en el centro

activa.

c).- Por el contrario, en el caso de la molécularígida, (R,S) Ketoprofeno. es la

geometríadel grupo arilo la que determinaqué enantiómeropuedeunirse,siendoparaeste

compuestoel isómeroR(-). Esto explicaríacualitativamenteel cambiode enantioselectividad

observada.

¡SOMERO s ¡SOMERO R
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IV.6.3.- ACTIVIDAD DE LA LIPASA DE Rkmiehei SEMIPURIFICADA E

INMOVILIZADA

.

Tras analizatlas variablesde operacióny estructuralesque participanen la reacción

de esterificaciónenantioselectivade ácidos(R,S) 2-arilpropiónicos,catalizadapor la lipasa

de Rh.nñehei cruda (Lipozym& IOOOOL) e inmovilizadapor adsorciónsobreuna resina de

mtercambioaniónico (Lipozym& 1M20) se analizó la actividad de la lipasa de Rh.rniehei

semipurificadapor diálisis y por precipitacióncon sulfato amónico en esa misma reacción;

así comola actividadde la lipasacruday semipurificadainmovilizadaspor enlacecovalente

con sílice.

Paraesteestudio se llevó a cabo la reacciónestándarde esterificación(síntesis del

éster butilico de (R,S) Ibuprofeno en ciclohexanoa 37 0C). catalizadapor Jos diferentes

derivadossemipurificadosy/o inmovilizadosde la lipasade Rh.rniehei.

Dadoque el contenidoprotéico de cadaenzimaes diferentey con el fin de comparar

el rendimientoobtenido en cada reacción,se expresóel rendimiento en milimoles de éster

formadopormiligramo de proteína.La determinaciónde la cantidadde proteínasse hizo por

el métododel biureten unoscasosy porel métodode Bradforden otros, por lo que seaplicó

un factor de conversión(f = 8.5) paraunificar criteriosy expresartodos los resultadossegun

el método de Bradord.

Los resultadosobtenidosen el transcursode cadareaccionse ajustarona emetícasde

primerorden (y = A (1 ~ekI)) y secalculó el valor de la velocidadinicial (y
0) (y0 = A k) con

el programaEXFIT, del paqueteestadísticoSIMFIT versión 4.0 254

Asimismo, seanalizó la enantioselectividadde cadareacción.El parámetroutilizado

paraesteestudiofue el factor de enantioselectividad(FE), definidoen la presenteMemoria

(ver 1V6.J.a.3.) para determinarla enantioselectividaden un momento determinadode la

reaccióny que permitió compararlos resultadosobtenidoscon cadaenzima.

IV.6.3.a.- Estudio de la actividad de la lipasa de Rh.mieheiSEMIILPURIFICADA

Como se indicó anteriormente,la lipasa de Rh.m¡ehei (Lipozym? IOOOOL) fue

semipurificadasiguiendodos metodologías:

a~- diálisis y centrifugación

b).- precipitacióncon sulfato amónico
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En las Figuras 99 se representanlas cinéticasde primer orden del rendimiento

obtenido en cadareaccióna lo largo del tiempo. A partir de cadauna de estascurvas se

determinó el valor de velocidadinicial (y0), que permitió compararla actividad de cada

derivadosemipurificado.

rw,tnUsto <mmch. .S.dn.g p.otSn#
0.04 E

-4- nzaud.

¡ —9—- rzdSzeda

CC)

E

A

20 40 60 80
Dempa <hcra#

Figura 99: Evolución de la reacciónde síntesisdel ésterbutilico de Ibuprofenocatalizadapor
la lipasa de Rh.miehe¡ crudasemipunticadapor diálisis (Dial) y postenor centrifugación
(DC).

a
a—

Figura 100: Evolución de la reacciónde síntesisdel ésterbutílico de Ibuprofeno,catalizada
por la lipasade Rh.miehei cruday semípunficadapor precipitacióncon sulfato amoníco.
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En la Tabla67 serecogenlos valoresde velocidadinicial (y0), factorde purificación

excesoenantiomérico(ee)y factorde enantioselectividad(FE)obtenidosenla reacción

estándarde sintesisde ésterescatalizadapor la lipasa deRh.miehe¡cruda y semipurificadas.

Tabla 67: Valores de velocidad inicial (V,,), exceso enantiomérico (ee) y factor de
enantioselectividad(FE) obtenidosenla reacciónde síntesisdel ésterbutílico de Ibuprofeno,
catalizadapor la lipasade Rh.mieheicruday semipurificada.

ENZIMA ~ ce FE

(inmoles/mg prot h) (%X72b) (7210

CRUDA 3,6 l0~~(~) 68±3 0,32

Dial

DC

6,6 í0
3<> 1,8 12,3±0,6 0,75

3,4 l0~(~) 0,9 5,1±0,2 0,49

50%

60 %

70 %

80%

11,9 10~ 3,3 15,5±0,8 0,89

. 5,5 l0~ 1,5 9,2±0,4 0,63

2,8 i0~ 0,7 5,1±0,2 0,70

3,9 lO~ 1,1 8,0±0,4 0,61

(*) se aplicó el factor de corrección (f 8,5±0,9)para expresar ¡a cantidad de proteína según el método de Bradford.

A la vista de los resultadosrecogidosen la Tabla 67 y en las Figuras99 y 100 se

observaquela lipasasemipurificadapordiálisis resultósermásactiva quela lipasacrudade

Rh.miehei; mientrasque tras la posteriorcentrifugación,la actividadsintetasadel derivado

obtenidofue semejantea la de la lipasacruda.

Analizandolos resultadosobtenidoscon la lipasasemipurificadaporprecipitacióncon

diferentes porcentajesde saturación de sulfato amónico se observa que el factor de

purificación(defmidocomo la relaciónde lasactividadesde la lipasacrudacon cadauno de

los derivados semipurificados)presentaun valor dos veces superior para la enzima

semipurificadacon un 50% de saturación,siendosemejanteal de la enzimacrudael de los

biocatalizadoresobtenidospor precipitacióncon un 60, 70 y 80 % de saturacióncon sulfato

amonico.

En cuantoa la enantioselectividad,la lipasade Rh.míeheítraslos diferentesprocesos

de semipurificaciónmantienesuenantioprefemciahaciael isómeroS(-4-) de Iburpofeno.
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IV.6.3.b.- Estudio de la actividad de la linasa de Rh.m¡ehei INMOVILIZADA

.

Una vez comprobadoque la lipasasemipurificadapor precipitacióncon un 50% de

saturaciónde sulfato amónico era la más adiva en la reacción de sintesis de ésteresse

procedióa suinmovilizaciónpor enlacecovalentesobreun soportede sílice. A continuación,

se estudió la actividaddel derivadoobtenido (SIL-SP) en la misma reacciónestándarde

síntesisy se comparócon la actividad del derivadoinmovilizado sobresílice de la lipasa

crudade Rh.miehei (Lipozym& lOOOOL). En la Tabla68 serecogenlos resultadosobtenidos,

cuya representacióngráfica a lo largo del tiempo semuestraen la Figura 10>

Figura 161: Evolución de la reacción de síntesisdel éster butilico de (R,S) Ibuprofeno
catalizadapor la lipasade Rh.mieheicruday setnipurificadapor precipitación,inmoivlizaads
ambas por enlace covalente con sílice.

,.ndn*nft <mme’ ..Sr/ mgprctdn.)

0,80

100 150
‘nipa (harma)
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Tabla 68: Valores de velocidad inicial (y0), exceso enantiomérico (ce) y factor de
enantioselectividad(FE)obtenidosen la reacciónde síntesisdel ésterbutilico de Ibuprofeno,
catalizadapor la lipasadeRh.miehe¡crudae inmovilizadasobresílice por enlacecovalente.
ENZIMA ee FE

(mmoles ester/mgprot Ii) (%X72h)

CRUDA

sp

3,6 10~3(*) 68±3 0,32

11,9 IO~ tS,5±0,8 0,89

SIL-C

SIL-SP

0,95 ío.3(*) 3,5±0,1 0,70

1,7 ío~~ 1,1±0,05 0,36

(*) se aphco el factor de corrécción (f= 8,5±0,9)para expresarla cantidadde proteínasegúnel métodode Bradford.

Los dasderivadosobtenidostrasla inmovilización porenlacecovalentecon sílice de

la lipasadeR.h.miehei cruday semipurificadafueron menosactivosque las correspondientes

enzimasno inmovilizadas Por lo que sellegó a la conclusiónde que los derivadosde la

lipasa de Rh.nnehe¡ mmovilizados por enalce covalente no son adecuados como

biocatalizadoresde la reacciónde síntesisdel ésterbutilico de Ibuprofeno.

A la vista de todos estos resultadossepuedeconcluir que para las reaccionesde

síntesis de ésteresde los ácidos (R,S) 2-aril-propiónicos,los derivadosde la lipasa de

Rh.miehei más adecuadosson: la misma lipasa cruda, el derivado inmovilizado comercial

(Lipozymek> 1M20) y la lipasasemipunficadaporprecipitacióncon un 50% de saturaciónde

sulfato amónico. Este último derivado resultó ser, una vez más, el derivado de mayor

actividad,como ya seobservóen las diversasreaccionesestudiadas.
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Conclusiones

Las conclusionesobtenidastras el desarrollode la presenteTesis Doctoral son las

sigmentes:

1)-- Se han puesto a punto diversas metodologíasde caracterizaciónde la lipasa de

Rh.rniehei, basadasen la determinaciónde su concentraciónde proteinas,su actividad

esterásicay suactividadlipásica,quepermiten la caracterizaciónde dichaenzimade forma

sencilla, eficazy rápida

2).- Tras la semipurificación de la lipasa de RJ.miehe¡ por diálisis y sucesivas

centrifugacionesa 5000 r.p.m.. se logra un cierto gradode purificación de estaenzima. Sin

embargo,aunque su actividad esterásicaespecíficase mantieneinalterada,su actividad

lipásicaespecíficadisminuyenotablemente.

3).- Mediantela precipitaciónde la lipasacrudade Rh.miehei con un 50% de saturaciónde

sulfato amónicoseobtieneuna enzimamáspuraque por los otros métodosensayados.Esta

enzimasemipufificadapresentapresentaun actividad enziniática (lipásica y esterásica)

superior a la de la lipasacruda. La sencillezdel método de purificación, su bajo costey la

elevadaactividadenzimáticaobservadahacenestemétodomuy aconsejabledesdeel punto

de vista tecnológico.

4).- Se ha inmovilizado la lipasa de Rhmn¡ehe¡por unión covalentesobre sílice (SIL-C),

obteniendo un derivado de elevada actividad lipásica y esterásica.Asimismo, se ha

mcrementadonotablementela estabilidadtérmica de esta enzima, lo que hace que este

derivadoseamuy interesanteparaposiblesaplicacionesindustriales.

5).- El nuevo derivadoinmovilizado de la lipasade Rh.mwhez es más activo y estableen

medio acuosoque el derivadocomercial (Lipozyme” 1M20) obtenido por adsorcióniónica

sobreima resinade intercambioaniónico.
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6).— Tras la inmovilización,tambiénporunióncovalentecon silice, de la lipasade Rh.miehei

semipurificadaporprecipitacióncon sulfato amónico,seobtuvo un derivado(SIL-SP) más

termoestableque el derivado de la lipasacruda(SIL-C). Así puesla combinaciónde la

semipurificaciónpor tratamiento con un 50 % de saturación de sulfato amónico y la

inmovilización covalentesobresílice constituyenuna excelentemetodologíaque conducea

la obtenciónde derivadosactivosy establesde la lipasade Rh.miehei.

7).- Al contrario de lo indicadopor diversosautores,la lipasa de Rh.miehe¡del laboratorio

Novo-Nordisk presentauna marcadaenantioselectividadpor el isómeroR(-) de los ácidos

(R,S)2-arilpropiónicos,exceptoen el casodel Ketoprofeno.Con el fin de obtenerel isómero

S(±)activo se planteó la estrategiade hidrólisis enantioselectivade los correspondientes

ésteres butilicos pero debido a numerososmconveníentestécnicos, que dificultaban la

formacióncorectade unainterfase,elementofundamentalparael desarrollode la actividad

de las lipasasen medio acuoso,sevarió de estrategia

8).- La estrategiaalternativaparala obtenciónenantioselectivadel isómeroS(+) de los ácidos

(R,S) 2-arilpropiónicossebasó en la síntesisde los correspondientesésteres.Debido a la

enantiopreferenciade la lipasa de Rh.rnrehn por el isómero S(+), se obtuvo en todos los

casos,exceptocon el Ketoprofeno,el éster5 y el ácidoR; pero estamezclasepuedeseparar

facilmentepor extraccion.

9).- Sehizo un estudiodela influenciade las variablesexperimentalen la actividaden medio

orgánicode la lipasadeRhsn¡ehetcrudae inmovilizadaporadsorción,del cualsededujo que

para la lipasacruda la cantidadde enzimay el tiempo de reacciónson las variablesmás

influyentes,mientrasqueparala lipasainmovilizada(Lipozyme® 1M20) sonla cantidadde

aguaañadidaal medio y la cantidaddebiocatalizador.A continuaciónserealizó un estudio

detalladode la influencia de la cantidad de biocatalizador,del tiempo de reacción,de la

temperaturay de la cantidadde aguadel medio en la actividadde la lipasade Rhán¡ehei tanto

crudacomo inmovilizada(1M20).
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10).- Porprimeravezserealizó unaisotermade la lipasacrudade Rh.iniehei, ya que debido

a su elevado contenido en azúcaresel proceso de liofilización y desecaciónes muy

complicado.

Tras la rehidrataciónde la lipasa cruda de RJz.miehei,estaenzimano recuperósu

actividaddebidoa las gravesalteracionessufridasduranteel procesode desecacion.Porel

contario, la actividad de la lipasainmovilizada(1M20) aumentóconsiderablementetras su

rehidratacion.Asimismo se comprobó que el derivado inmovilizado alcanzó su maxima

actividada valoresde actividadde agua(a.,,,) de 0,3, punto de cortede sus correspondienets

isotermasde adorcionrealizadasen aire y en ciclohexano.

11).-. Del estudiode la influenciade la relacionmolar de sustratos(ácidoy alcohol) en la

actividadde la lipasa deRh.mieheisededujo que el excesode alcohol provocala inhibición

de la lipasacruda e inmovilizadade formasimilar. Sin embargo,la influenciadel excesode

ácido esdiferenteparacadaenzima,ya que mhíbe la actividad de la lipasa inmovilizaday

por el contrario, provoca un importante aumento tanto de la actividad como de la

enantioselectividade la lipasacrudade Rh.,niehei.

12»- Del estudiode la influenciade diferentesdisolventesorgánicosen la actividadde la

lipasade RJi.mieheisededujoqueel disolventemasapropiadoes el ciclohexano(log P= 3,2)

13).- Los mejoresresultadosde la reaccion de esterificacióncatalizadapor la lipasa de

Rh.miehei,crudae mmovílizada,seobtuvieron con alcoholesprimariosde cadenalineal y

con mas de cuatroátomosde carbono,mientrasque con los alcoholessecundariosla lipasa

mmovilizadaesinactivay la lipasacrudapresentauna actividadmuy pobre.

14).- Tanto la enzimacruda de Rh.m¡ehe¡como la inmovilizadapor adsorciónmostraron

preferenciapor el isómeroS(+) de los ácido(R,S) 2-arilpropiónicosestudiados,exceptoen

el casodel (R,S) Ketoprofeno,dondeel isómeropreferido resultóserel R(-).

Con el fin depoderexplicar estosresultadossellevaron a cabodiversosestudiosde

Dinámicay MecánicaMolecular que indican la posibilidad de que el factor clave para el
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reconocimientode los sustratosseala correctadisposicióndel restoaromáticode la molécula

dentro de un “tunel” en la estructurade la lipasade Rhiniehe¡.

Paralos isóxherosS(+) de los ácidosanalizadoslaubicacióndel resto aromáticoy de

las zonas de reconocimiento del metilo e hidrógeno del centro estereogénicoson los

adecuados.No obstante,los isómeros R(-) también son reconocidospor la lipasa de

Rh.miehei,aunquepeor,por lo que estaenzimanopuedecahficarsecomo enantioespecifica.

Parael casoespecialdel (R,S)Ketoprofeno,el isómeroR(-) esel preferidopuestoque,

aunque las zonas de reconocimientode metilo e hidrógeno estánalterados, la enorme

dificultad de giro del restobenzoilode la moléculahacequela disposiciónque entrade forma

correcta en el ‘tunel” aromático sea precisamentela del enantiómeroR(-), ya que la

conformacióndel isómero5(j) es másvoluminosay no puedeentrar.
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