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Objetivos y Plan de trabajo

La presente Tesis Doctoral se encuadra dentro de la linea del Proyecto de

Investigacion:  "Resolucion de racematos de dcidos 2-aril-propionicos con actividad

antiinflamatoria_usando lipasas inmoyvilizadas como biocatalizadores” (Codigo PB 90-

0010C02-01).

Los objetives planteados en 1a presente Tesis Doctoral fueron los sigmentes:

1).- Caracterizacion de la lipasa de Rh.miehei cruda e inmovilizada por adsorcién sobre una
resina de intercambio anidnico, comercializadas por el laboratorio Novo-Nordisk como
Lipozyme® 10000L y Lipozyme® IM20, respectivamente. Para llevar a cabo dicha
caracterizacion se pusieron a punto diversas metodologias de:

* determinacion de concentracion de proteinas

* determinacion de actividad esterasica

* determinacion de actividad lipasica

2).- Semipurificacién de la lipasa cruda de Rh.miehei, para lo cual se analizaron diversas
metodologias de separacion de proteinas basadas en:
* la diferencia de tamafio molecular

* 154 diferencia de solubilidad

3).- Inmovilizacién de la lipasa de Rh.miehei por enlace covalente con silice, previamente
activada via 24,6 -tricloro-1,3, 5-triazina.

* inmovilizacién de la lipasa de Rh.miehei cruda y semipunficada.

* estudio comparativo de este nuevo derivado mmovilizado y el denvado

comercial (IM20).
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4).- Desarrollo y puesta a punto de un método de resolucién enantioselectiva de mezclas
racémicas de acidos (R,S) 2-arilpropidnicos que pueda ser escalado a nivel industrial. Para
ello se han estudiado las variables estructurales y operacionales gue intervienen en la
resolucion enantioselectiva de estos farmacos, catalizada por la lipasa de Rh.miehei cruda e

mmovilizada por adsorcidn.

5).- Estudio de la actividad enzimatica de los derivados de la lipasa de Rh.miehei obtenidos
en la presente Tesis Doctoral, tras 1a semipurificacion de esta enzima por diversos métodos
e mmovilizacién por enlace covalente con silice, unlizandose posteriormente en la resolucion

enantioselectiva de AINEs denivados del acido (R,S) 2-anlpropionico.
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Introduccion

IL1.- ENZIMAS
11.1.1.- CARACTERISTICAS COMO BIOCATALIZADORES

Las enzimas son proteinas especializadas en la catalisis de las reacciones bioldgicas.
Su interés reside en las siguientes caracteristicas principales:

1).- Las enzimas son biocatalizadores y por tanto, disminuyen la energia de
activacién necesaria para que las reacciones se desarrollen, aumentando su velocidad.
Asimismo se ha comprobado que la enzimas presentan una actividad catalitica mas eficaz que
los catalizadores inorganicos, por ejemplo, la enegia necesaria para que se produzca la
reaccion de descomposicion del agua oxigenada en agua y oxigeno es de 75 KJ/mol en
ausencia de catalizador; 50KJ/mol en presencia de platino y dismmuye hasta 8KJ/mol en
presencia de la peroxidasa (antiguamente denominada catalasa). Este efecto tan drastico sobre
la energia de activacién en presencia de enzimas se debe a la formacién de un complejo

intermedio enzima-sustrato, que posteriormente se transforma en producto y enzima.

— Reatcién enimbtica
———— "Reccibn no enzimitics

E+S+E-S—+E+P

Niveles de energia

. Curso de e resccion

Figura 1: Efecto de la catalisis enzimatica sobre la energia de activacion. AE, es la energia
de activacion para una reaccion catalizada por una enzima, mientras que AE", es la enegia de
una reaccion no enzimatica. AG® es 1a energia libre de reaccion.
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2). Las enzimas son selectivas, tanto de la reaccion que catalizan, como de los
sustratos que reconocen. Ademas, presentan un elevado grado de estereo y regioselectividad
(en general, aceleran mas el proceso con un isomero que con el otro, lo cual constituye una
gran ventaja frente a los catalizadores quimicos clasicos). La selectividad de las enzimas se
debe a la formaci6én del complejo enzima-sustrato, el cual produce en una pequefia region de
la enzima denominada centro activo, el cual suele estar localizado en un hueco o cavidad
dentro de la estructura terciana de la enzima. La especificidad enzimatica reside en las
caracteristicas de ese centro activo (dimensiones, topologia, alineamiento de grupos
contraiénicos y regiones hidréfobas), que condicionan las caracteristicas que debe reunir un
determinado sustrato para acoplarse en esa regidn enzimatica. Solamente un niimero reducido
de aminoacidos estin implicados en la catdlisis enzimatica, los cuales no se localizan
consecutivamente en la cadena polipeptidica, sino que se encuentran juntos tras el proceso de
plegamiento enzimatico.

Se han propuesto numerosos modelos para explicar la selectividad de las enzimas para
un determinado sustrato. El modelo de "1a llave y la cerradura” !, que da una version rigida
de las enzimas ha sido superado por el modelo de “el acoplamiento o encaje inducido” *.
Segin este madelo el sustrato induce la orientacién de los residuos en el centro activo para
que se unan al centro de fijacion y se desarrolle la reaccién. La selectividad de las enzimas
es la base de sus aplicaciones en Sintesis Organica, que permite llevar a cabo, por ejemplo,

transformactones muy selectivas con estructuras quirales y polifuncionales.

3).- Las enzimas pueden ser objeto de regulaciénm; es decir, su actividad
catalitica puede estar determinada por la concentracidn de sustratos, productos y otras
sustancias quimicas presentes en el medio; las cuales pueden producir, tanto su activacién

como su mhibicién.

4).- Las enzimas se degradan en condiciones relativamente suaves; por lo
gue requieren una manipulacion mas delicada que los catalizadores metalicos. Las enzimas

se pueden desnaturalizar por diversos mecanismos como: la accidén de proteasas, presentes
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como agentes contaminantes en las preparaciones enzimaticas; los cambios bruscos de las
condiciones del medio que pueden alterar la conformacién enzimatica, contaminaciones

microbianas; procesos de autooxidacion, etc.

e s e K s e e e 3k 3k S o i e ok e e e e i s ok o e e o e R ok o R R ok ok

Algunos de los principales inconvenientes que presentan los procesos catalizados por
enzimas (la inestabilidad, el precio elevado y la espectficidad respecto a sustrato) se han
podido superar mediante diferentes procedimientos como:

a).- La transformacion estereoselectiva de algunos sustratos, que conduce a la

obtencién de intermedios o productos de gran interés en Sintesis Organica.

b).- El desarrolle de técnicas (come la inmovilizacién enzimatica) que permiten
mejorar la estabilidad de las enzimas y facilitan su postenior recuperacién y
reutilizacién’, siendo posible la utilizacién de estas enzimas como biocatalizadores

en procesos mdustriales.

¢)- Los avances en Biologia Molecular y las nuevas tecnologias del ADN
recombinante han permitido la manipulacién del material genético, el aislamiento de
genes y su expresion con el fin de obtener determinadas enzimas en grandes
cantidades’. Como consecuencia, el precio de las enzimas ha descendido
espectacularmente. Estas técnicas también han permitido la modificacidn selectiva de

algunas propiedades enzimaticas.

d).- La limitacién debida a la mnsolubilidad de determinados sustratos en agua, lo que
impedia el desarrollo de las reacciones enzimaticas, ha side superada mediante la
utilizacion de sistemas bifasicos’ o la adicion de pequefias concentraciones de
cosolventes organicos (etilenglicol, glicerol o dimetilsulféxide), sin alterar las

proptedades y caracteristicas del biocatalizador®.
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1L2.- EVOLUCION HISTORICA

El 1a denominacién de enzima ("en la levadura") no se empleod hasta 1877, pero mucho

antes ya se sopechaba que ciertos catalizadores biologicos intervenian en la fermentacion del
azucar para formar etanol, de ahi el nombre inicial de fermentos.

La primera teoria general sobre la catalisis quimica fue publicada en 1835 por 1J.
Berzelius, el cual incluia en su articulo un ejemplo de lo que ahora se conoce como enzima,
la diastasa de malta, y sefialaba que la hidrdlisis del almidon catalizada por la diastasa era
mas eficaz que la catalizada por acido sulfarico.

Lus Pasteur en 1860 reconocié que la fermentacién era catalizada por enzimas y en
1897 E. Biichner consiguié extraer de las células de la levadura las enzimas que catalizan la
fermentacién alcohoélica. Sin embargo, fue en 1926 cuando J.B. Summer aislé por primera vez
una enzima en forma cristalina; se trataba de una ureasa aislada de extractos de la alubia
Cannavalia enzyformis. Summer observd que estos crstales estaban constituides por
estructuras protéicas y llego a la conclusién de que las enzimas eran proteinas. No obstante,
sus puntos de vista no fueron aceptados hasta que Northrop entre 1930-36 aisl6 la pepsina,

tripsina y quimotnipsina cristalizadas,

II.3.- CLASIFICACION Y NOMENCLATURA

Las enzimas se han clasificado sistematicamente en seis clases principales’, cada una
de las cuales se divide a su vez en subclases, de acuerdo con el tipo de reaccion catalizada
por cada una de ellas {Tabla 1).

Cada enzima se designa por un nombre recomendado, generalmente corto y apropiado

para su uso habitual; por un pombre sistemdtico que identifica la reaccién que cataliza y por
un nomero de clasificaciéon (ECC) que se emplea cuando se precisa la identificacion
mequivoca de la enzima (Tabla 1).

La enzima objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral es la lipasa de Rhizomucor
miehei; la cual viene defimda por el namero E.C. 3.1.1.3, donde E.C. son las abreviaturas de
Comisiéon de Enzimas, la primera cifra «3» representa el nombre de la clase (hidrolasa), la
segunda cifra «1» representa a la subclase (enlace que hidroliza, esterasa), la tercera cifra «1»
a la sub-subclase (esterasa que reconoce ésteres del glicerol) y la cuarta cifra «3» designa a

la glicerol-ester-hidrolasa de acidos de cadena larga.

10
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Tabla 1: Clasificacion internacional de las enzimas (denominacion de clases, numeros de

codigo vy tipos de reacciones)

1-OXIDO REDUCTASAS:

{Reacciones de oxido-reduccion)

1.1-Actian sobre alcoholes >-OH
1.2-Actian sobre cetonas >C=0

1.3- Actuan Sobre alquenos >C=CH-
1.4- Actian sobre grupos amino -NH,
1.5- Actiian sobre grupes imine =NH

2-TRANSFERASAS:
(Transferencia de grupos funcionales)

2.1-Grupos de un atomo de C
2.2-Grupos carbonilo
2.4-Grupos glucosilo

2.5-Grupos fosfato

2.6-Grupos que contienen azufre

3-HIDROLASAS:
{Reacciones de hidrolisis)

3.1-Esteres

3.2-Enlaces glucosidicos
3.3-Enlaces peptidicos
3.4-Otros eniaces C-N
3.5-Anhidridos de icido

4-LIASAS:
{Adicion a dobles enlaces)

4.1- >C=C<
4.2- >C=0
4.3- >C=N-

S5-ISOMERASAS
(Reacciones de isomerizacion)

5.1-Racemasas

6-LIGASAS:
(Formacion de enlaces
con escision de ATP}

6.1- Entre dtomos de C y O
6.2- Entre atomos de C y 8
6.3- Entre atomos de Cy N
6.4- Entre dtomos de C y C

IL2.- LIPASAS
I1.2.1.- DEFINICION

Las lipasas (glicerol éster hidrolasas, EC 3.1.1.3} son un conjunto de enzimas cuya
funcién biolégica es catalizar la hidrolisis de triglicéndos de grasas animales y aceites
vegetales para dar lugar a acidos grasos y glicerol. Esta hidrdlisis tiene lugar a través de los

pasos intermedios de formacion de diacilglicéridos y monoacilglicéridos®”.
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T

O-C-R, OH
I LIPASA + R;COQH + R2COOH + R3COOH
R—C-0 + 3HO ————= H
OH
O-C-R, Acidos grasos
Glicerol
Triglicérido

Esquema 1: Hidrolisis de triglicéridos, funcion bilologica de las lipasas

Actualmente, podemos decir que esta definicion se encuentra incompleta debido a que:

a).- No tiene en cuenta la espectfidad de este grupo de enzimas, ya que a esta

definicton solo se ajustan las lipasas no especificas, que hidrolizan al triglicérido en sus tres
posiciones, como la lipasa de Staphylococcus aureus'. Pero hay otras lipasas especificas que
hidrolizan determinadas posiciones del éster del glicerol, como las pertenecientes al género
Rhizopus, que sélo hidrolizan las posiciones 1 y 3!, o la isoenzima B de la lipasa de

Geotrichum candidum", que muestra preferencia por la posicidn 2.

b).- Mediante el control de las condicones de reaccion, las lipasas son capaces
de llevar a cabo la reaccton inversa a la de su funcion bioldgica, es decir, sintetizar ésteres

mediante procesos de esterificacién, transesterificacién e interesterificacion’’.

¢).- Por 1ltimo, son capaces de hidrolizar otro tipo de enlaces como amdo y

tioester'*!.

Debido a la baja solubilidad de sus sustratos naturales las hipasas se caracterizan por
su capacidad de catalizar la hidrolisis de los enlaces ésteres en la interfase entre una fase
lipoide (que constituye el sustrato) y una fase acuosa donde esta la enzima disuelta. Esta
propiedad las diferencia de las esterasas (carboxil éster hidrolasas, EC 3.1.1.1), que hidrolizan
preferentemente ésteres solubles en agua'®. Por tanto, la diferencia entre ambos tipos de
enzimas radica en el estado fisico del sustrato; asi, las lipasas son capaces de hidrolizar

micelas y emulsiones, mientras que las esterasas trabajan en un medio homogéneo, donde se
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encuentran disueltos tanto la enzima como el sustrato.

I1.2.2.- DISTRIBUCION EN LA NATURALEZA

Las lipasas son enzimas muy abundantes en la naturaleza. En funcién de su origen

natural podemos dividirlas en tres grupos'”

I1.2.2.a.- Lipasas animales

Las lipasas se encuentran en todos los niveles del reino animal; desde los invertebrados
hasta los mamiferos, pasando por los reptiles’® y participan en varios niveles del metabolismo
de lipidos como la digestion de la grasa, y la absorcidn, reconstitucion y metabolismo de
lipoproteinas"’.

En los mamiferos se pueden distinguir tres subgrupos de enzimas:

1).- las lipasas descargadas en el tracto digestivo por drganos especializados®
2).- las lipasas tisulares, tales como las presentes en el corazon, arterias,
cerebro, musculo, tejido sérico, tejido adiposo, etc®

3).- las lipasas presentes en la leche®.

I§.2.2.b.- Lipasas vegetales
Las lipasas en los vegetales se acumulan principalmente en los tejidos de reserva de

energia como las semillas y frutos®. Cuando una semilla germina presenta un alta actividad
lipolitica, para obtener la energia necesaria para llevar a cabo dicho proceso; por ello las
enzimas mejor caracterizadas de este grupo se encuentran en el maiz*, fruto de palma®,

trigo® y avena®’.

I1.2.2.c.- Lipasas microbianas
Las lipasas de mayor mterés industrial son las producidas por microorganismos

(bacterias, hongos y levaduras)***. La mayor parte de ellas son lipasas extracelulares, que tras
ser sintetizadas por el microorganismo son excretadas al medio de cultivo a través de la

membrana celular. A ellas nos referimos a continuacidén con mas detalle.
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1L2.3.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS LIPASAS
MICROBIANAS.
Las lipasas microbianas son glicoproteinas acidas que contienen entre un 3% y un
15% de hidratos de carbono, siendo la manosa la hexosa mas abundante. Su peso
molecular esta comprendido entre 20.000 y 60.000 Daltons. Las caracteristicas concretas
de cada enzzma (especificidad de sustrato y condiciones de reaccion) son diferentes,
dependiendo del microorganismo del que han sido aisladas. También es frecuente que un
mismo microorganismo produzca varias isoenzimas, que en algunos casos actiuan sobre
sustratos diferentes, pero que con frecuencia presentan distintos parametros cinéticos y
condiciones Optimas de reaccion. El origen de esta multiplicidad sé relaciona con tres
causas:
a).- Biosintesis de varias proteinas codificadas por genes diferentes®
b).- Biosintesis de una secuencia de ammoacidos que sufre posteriormente
modificaciones post-traduccionales: asociacion con lipidos®™, proteolisis parcial® y
deglicosilacién parcial®.
¢).- Fendmenos de asociacion-disociacion de subunidades protéicas iguales o

diferentes,

Se han encontrado un gran nimero de microorganismos que producen dos
1soenzimas. Las caracteristicas de cada isoenzima son distintas, ya que actian sobre
sustratos diferentes y muestran, en muchos casos, parametros cinéticos y condiciones
éptimas de reaccidon diferentes.

En la bibliografia consuitada aparecen numerosos ejemplos de lipasas de origen
microbiano, tales como: Penicillium camembertii®, Aspergilus niger*, Geotrichum

. 3 . - . . . . .
candidum’, Mucor lipolyticus®, Rhizomucor miehei®® o Cromobacterium viscosum®".

I1.2.3.a.- jci i

Temperatura

Las lipasas son activas dentro de un amplio intervalo de temperaturas, que va de -
20 a 45 °C; aunque el intervalo Optimo se sitiza entre 30 y 45 °C™°. Por encima de 40 °C

la mayoria de las lipasas pierden su actividad; pero existen lipasas termoestables, como las
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producidas por Aspergillus niger, Rhizopus japonicus, Cromobacterium viscosum y
Geotrichum candidum, que son estables con temperaturas superiores a 50 °C'’,

Excepcionalmente, la lipasa producida por Pseudomonas nitroducans es estable a 70 °C*,

pB
En cuanto al pH, las lipasas son activas en amplios intervalos de pH, centrandose
el pH 6ptimo entre 6,0 y 8,0'. No obstante, la lipasa producida por Staphilococcus hycus

presenta como pH 6ptimo 9,0 y la lipasa de Bacillus tiene como pH éptimo 3,8%.

I1.2.3.b.- Especificidad

En funcién de su especificidad posicional las lipasas se clasifican en dos grupos:

Lipasas no especificas

No presentan una especificidad particular por las posiciones 1,2 6 3 de los
triglicéridos, segin se refleja en el esquema anteriormente citado. Producen acidos grasos
y glicerol, no apareciendo los diglicéridos como intermedios de la reaccion.

A este grupo pertenecen las lipasas producidas por Candida rugosa, Geotrichum

candidum, Staphylococcus aureus, Penicillium cyclopium, etc.

Lipasas especificas

Actan especificamente sobre las posiciones 1 y 3 del glicerol. A este grupo
pertenecen las lipasas de Aspergillus liger, Rhizopus arrhizus, Rhizopus delemar, Rhizopus
Jjavanicus, Pseudomonas species y Rhizomucor miehei’®’ (Esquema 2)

También existen lipasas especificas de la posicion 2 del esqueleto de glicerol de la
trioleina, como la isoenzima de la lipasa de Geotrichum candidum®, pero son mucho mas

escasas.
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1
? 0—C—R, ﬁ OH
Rz‘“‘c‘ + 3H0O  _ LPASA Ro—C— + R,COOH + R3COOH

OH
O-C—R,
2-monoglicérido 2 acidos grasos

!
triglicérido (g
Esquema 2: Mecanismo general de accidn de las lipasas 1,3-especificas

Dentro de los factores que influyen en la especificidad de las lipasas microbianas, la
longitud de la cadena y el grado de msaturacion de los acidos grasos del triglicérido son los
dos factores mas importantes, pudiéndose encontrar numerosos ejemplos en la bibliografia.
La lipasa de Penicillium cyclopium es mas activa frente a triglicéridos con acidos de cadenas
cortas que con los de larga cadena; la lipasa de Aspergillus niger y Rhizopus delemar
muestran mas actividad hacia triglicéridos con 4cidos de longitud de cadena media®. Alford"
y Jensen* han encontrado que la lipasa de Geotrichum candidum es altamente especifica para

acidos grasos con un doble enlace cis en C,.

1.2.4.- MECANISMO DE ACCION.

Las Itpasas son enzimas lipoliticas activas unicamente cuando estan adsorbidas sobre
una interfase oleo-acuosa; fenémeno que recibe el nombre de “activacién interfacial“*’. Esta
es la diferencia fundamental con las esterasas, que catalizan el mismo tipo de reacciones, pero
en medio acuoso. Por esta razon la utilidad principal de las lipasas reside en la posibilidad

de actuar sobre sustratos apolares, que solo son solubles en medios hidréfobos.

I.2.4.a.- Activacion interfacial

Durante décadas se ha discutido mucho acerca de las bases moleculares del fenomeno
de la activacion interfacial de las lipasas. Algunas de estas teorias destacan el papel
fundamental del sustrato, mientras que otras se centran en la importancia de la enzima.

Segun las denominadas teorias del sustrato se enfatiza el papel de la concentracion

y organizacién del sustrato en la interfase oleo-acuosa. En este sentido, Brockman®’ sefiala el
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papel fundamental de la agregacién del sustrato en la interfase cuando se lleva a cabo la
hidrolisis de un sustrato insoiuble en agua. Otros autores apuntan el hecho de la diferente
orientacidon/conformacidon de las moléculas de sustrato en la interfase, lo cual favoreceria un
ataque mas eficaz del enzima Brockerhoff y Jensen*® proponen una teoria basada en la
deshidratacion del sustrato al unirse en la interfase facilitandose asi la formacion del complejo
enzima-sustrato. |

Por el contrario, los defensores de la denominada teoria de la enzima, postulada

principalmente por Desnuelle y cols. en 1960*°, sugieren que durante la adsorcién de la lipasa
sobre la interfase oleo-acuosa se producen una serie de cambios conformacionales en la lipasa.
Los recientes estudios por mecanica molecular y por rayos-x de la lipasa de Rh.miehei y por
rayos-X de su estructura cristalizada apoyan la segunda teoria, ya que se ha comprobado la
existencia de una "tapadera” hidroféba constituida por un segmento helicoidal de la cadena
protéica, que cubre el centro activo de la lipasa y que tras la adsorcion de la enzima a la
interfase oleo-acuosa, se abre dejando libre el acceso del sustrato hasta el centro activo de la
enzima, donde se situa la triada catalitica y el agujero oxianidnico, formado también tras la
adsorcion enzimatica. Estas zonas estructurales se describiran con detalle mas adelante (ver
11.3.3,).

En 1960, Desnuelle y cols.*’ sugirieron un modelo bidimensional para explicar la
actividad lipolitica de las lipasas, que supuso un importante avance en el conocimiento del
mecanismo de accion de estas enzimas interfaciales. Dicho modelo sugiere que las lipasas,
que son enzimas hidrosolubles, para fijarse a la superficie interfacial deben sufrir un cambio
conformacional previo. Este cambio conformacional ha sido observado en la fosfolipasa A,

y en lipasas de hongos®** (Figura 2)
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A ' B 32>\
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CAPA LIPICICA

Figura 2: Esquema del mecanismo de accion de la fosfolipasa A, (2) y de una lipasa (b).

Otra hipoétesis, basada también en la modificacion enzimdtica, consiste en la
dimerizacion de la enzima inducida por la agregacion del sustrato. Verger y cols.”” postularen
un modelo segin el cual la enzima se une a la interfase por un lugar adicional topografica y
funcionalmente diferente al lugar de actuacion, estabilizando las interaciones con la interfase

(Figura 3).

Fase acuosa

Superficie interfacial

Eq+S ==EgS ===E+P

S P

Fase lipidica

Figura 3: Modelo esquematico de lipolisis™.
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Un factor caracteristico de la lipolisis es que la concentraciéon y ornentaciéon de la
enzima y del sustrato en una fase superficial viene determinada por fuerzas distintas de las
que ntervendrian en el caso de mteracion directa entre la enzima y el sustrato en la catalists
homogénea.

Como se deduce de la Figura 3, el microentorno de la enzima es muy diferente del
macroentorno. La monocapa donde se encuentra la lipasa viene determinada por la naturaleza
del sustrato, por la presencia o no de agentes emulsificantes, etc., y en general, por el
coeficiente de reparto del sustrato en la bicapa. Por otro lado, hay enzimas que necesitan la
presencia de cofactores, como la colipasa, que sirven de unioén entre la proteina y 1a interfase.
Todos estos factores afiaden nuevas dificultades al estudio de la actividad enzimatica, por lo
que en la bibliografia se recogen numerosos trabajos acerca de las caracteristicas fisico-
quimicas de la mterfase y de los factores que determinan el area interfacial de-las
emulsiones®”***.

La principal utilidad de la emulsién es la creacion de grandes areas mnterfaciales que
contienen el sustrato apolar en un volumen relativamente pequefio. Ello permite la adsorcion
de todas las moléculas de enzima en la interfase y la maxima velocidad de reaccién'’. La
diferente distribucion del tamafio de la emulsién puede modificar el comportamiento cinético
de la enzima. Por otro lado, también es importante utilizar emulsificantes apropiados que
disminuyan la tension interfacial e impidan fenémenos de agregacion, que provocan la
disminucién del area superficial®’ .

Actualmente se recomienda el uso de monocapas lipidicas frente a los sistemas
clasicos, ya que presentan una serie de ventajas’

a).- Son muy sensibles por lo que se necesitan cantidades minimas de lipidos para

realizar medidas cinéticas.

b).- Permiten el control de parametros fisico-quimicos caracteristicos de la pelicula

monomolecular, aportando nformacién sobre el curso de la reaccion.

¢).- Se mejora la "calidad de la interfase”, que depende de la naturaleza de los liptdos
que forman la monocapa, orientacion y conformacion de las moléculas, carga,

viscosidad, etc.
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IL.2.4.b.- Mecanismo de reaccién de la lipolisis v sintesis de ésteres

Las lipasas presentan un elemento estructural diferenciador que no se conoce en otro
grupo de enzimas. Dicho elemento estructural es una "tapadera" formada por una porcién
helicoidal de la cadena polipeptidica, que se coloca sobre el centro activo de la enzima
cuando estd inactiva. Tras la activacion interfacial, expuesta en la seccion anterior, esta
"tapadera” se abre, dejando libre el acceso hasta el centro activo. Ademas, se forma un
agujero oxianionico donde se unira el sustrato y sera, también, el encargado de estabilizar el
intermedio tetraédrico de la reaccion.

El centro activo de las lipasas esta constituido por una triada catalitica
(Ser...His...Asp), que constituye otro elemento comun (junto con el agujero oxianidnico) entre
las lipasas y las serinproteasas’. Por lo que, el mecanismo de accion de las lipasas es muy
semejante al de las serinproteasas.

Para el estudio del mecanismo de accion de las lipasas se analizd la estructura de los
complejos covalentes cristalizados de la lipasa de Rh.miehei con sus inhibidores (fosfonato
de p-nitrofenilo y n-hexilfosfonato de etilo)** y se observé que la apertura de la tapadera,
al unirse con el inhibidor, provoca una alteracién total en la superficie de acceso al centro
activo de la enzima, de forma que ésta zona adquiere un caracter mas hidréfobo, favoreciendo

la interaccion de los sustratos (Figura 4).
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Figura 4: Activacion interfacial de la lipasa de Rh.miehei. (C) enzima nativa; (D) complejo

enzima-inhibidor.
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El mecanismo de accion de las lipasas en la reaccion de sintesis o hidrolisis de ésteres,

en funcién del tipo de sustratos, es muy similar al de las serin-proteasas®, como se muestra
p P

a continuacion en la Figura 5.
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Figura §: Mecanismo general de sintesis de ésteres catalizada por lipasas. L.a numeracion de

los residuos corresponde a la lipasa de Rh.miehei®
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Durante la reaccion de sintesis de ésteres, el carbeno carbonilico del acido sufre el
ataque nucleofilico del grupo hidroxilo del residuo de Serina de la triada catalitica, que ha
sido previamente activado a través de una red de puentes de hidrogeno con los otros dos
elementos de la triada (Histidina y Aspartico) (Figura 5). A continuacién, se forma un
intermedio tetraédrico que se estabiliza por puentes de hidrogeno con el residuo Serina-82 que
forma parte del agujero oxianiénico. Este fragil intermedio se rompe liberando una molécula
de agua y dando lugar al complejo acil-enzima, el cual es atacado por el alcohol que hay en
el medio de reaccion. De esta manera, se forma otro intermedio tetraédrico, también
estabilizado por el agujero oxianidnico, que se rompe liberando el éster corespondiente. Al
mismo tiempo, la tniada catalitica de la enzima recupera su estructura onginal. La velocidad
de reaccion de todo este proceso esta determinada por la primera fase, formacién del complejo
acil-enzima, ya que es la mas lenta.

En las reacciones de hidrolisis de ésteres el mecanismo de acciéon es el mismo; la
unica variacion reside en la naturaleza de los sustratos. El primer donador de acilo es un éster,
en lugar de acido; tras la rotura del primer intermedio tetraédrico se Iibera un resto alcohélico
y el ataque nucleofilico final lo realiza una molécula de agua, en lugar de una molécula de

alcohol.

25.- ACT T

Un catalizador se define como toda aquella sustancia que acelera la velocidad de una
reaccion y puede ser recuperado, sin sufrir cambios quimicos, al final de la reaccion.

En los organismos vivos las enzimas actuan como catalizadores de la mayoria de las
reacciones biologicas; pero actualmente las enzimas también se utilizan como catalizadores
de reacciones de sintesis quimica organica, permitiendo la realizacion de reacciones que antes

presentaban muchos inconvenientes o eran inviables (ver [1.2.6.).
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11.2.5.a,- Cinética enzimstica

IL2.5.a.1.- Determinacién de la actividad catalitica de una enzima.

La actividad catalitica de una enzima se expresa como milimoles de sustrato
transformados por unidad de tiempo.

Cuando se quiere comparar la actividad de distintas enzimas, como catalizadores de
una determinada reaccion, se utiliza el término de actividad especifica que equivale a la
actividad catalitica por miligramo de proteina.

El valor de actividad catalitica se calcula a través de la pendiente de la recta obtenida
al representar la velocidad de reaccion, expresada en milimoles de sustrato transformados por
minuto, frente a la cantidad de proteina, expresada en miligramos. Para poder comparar la
actividad enzimatica especifica de distintas enzimas es necesario que la determinacion de su
concentracion protéica se haya realizado signiendo la misma metodologia, ya que los
resuitados obtenidos, por ejemplo segin el método del biuret y el método de Bradford son

diferentes.

11.2.5.a.2.- Estudio del mecanismo de accién de una enzima
El mecanismo de accion de una determinada enzima depende del tipo de reaccion que
catalice. En la presente Tesis Doctoral se analizaron dos mecanismo de accion para la lipasa
de Rh.miehei:
a) reacciones de hidrélisis con un solo sustrato (determinacion de la actividad

lipasica y esterasica), segin cinética Michaelis-Menten.

b) reacciones de sintesis de ésteres con dos sustratos, segin cinéticas de tipo

ping-pong bi-bi.

Cinéticas de Michaelis-Menten.

Los principios generales de la cinética de las reacciones quimicas son aplicables a las
reacciones catalizadas por enzimas, pero éstas muestran un rasgo caracteristico y que solo se
da en las reacciones biocatalizadas: la saturacién con el sustrato.

Las reacciones mas sencillas de la cinética enzimitica, son aquellas en las que un

sustrato S es convertido en un producto P por medio de una reaccién catalizada por una

24



Introduccion

enzima E, sin que se produzcan inhibiciones por producto u otras sustancias. Estas reacciones

siguen e} siguiente esquema;

S+E = §-E » P+E

La cinética de estas reacciones enzimaticas sigue el modelo descrito por Leonor
Michaelis y Maud Menten en 1913%. Segim este modelo cinético, para una determinada
concentracién de enzima, la velocidad de reaccion aumenta proporcionalmente con ia
concentracion de sustrato [S], hasta ocupar todos los centros activos de la enzima, alcanzando

entonces un estado de saturacién enzimatica y maxima actividad con una velocidad constante
(Vuuw) (Figura 6)

0.0400 — T T T T T T T
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§ 0.015¢ -—
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Figura 6: Representacion de Michaelis-Menten. Efecto de ia concentracion del sustrato sobre
la velocidad de una reaccion catalizada enzimaticamente.

Este proceso se expresa cuantitativamente a través de la ecuacion de Michaelis-
Menten, ecuacién de velocidad para las reacciones catalizadas por enzimas que sélo acthan

sobre un sustrato y que es considerada como la ecuacidn basica de la cinética enzimatica.
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(S]
V= Vo [1]
Ky + (8]

Constante de Michaelis (K,,): es la concentracion de sustrato a la cual se alcanza una
velocidad de reaccidén que equivale a la mitad de la velocidad maxima, es dectr, es la
concentracion de sustrato a la cual la mitad de los centros activos de la enzima estan
ocupados. K,, indica el grado de estabilidad del complejo enzima-sustrato, ya que un valor

elevado de K, indica que 1a uniéon del complejo es muy débal.

Velocidad maxima (V,_, ): Indica la velocidad méxima de reaccion, que se obtiene

cuando todos los centros activos de la enzima estin saturados de sustrato.

Para analizar 1a actividad catalitica de una enzima se utiliza ¢! niimero de recambio
(k.. parametro que relaciona la velocidad maxima de reaccion con la concentracion inicial
de enzima y que, representa el niimero maximo de moléculas de sustrato convertidas en
producto por unidad de tiempo por una molécula de enzima cuando esta totalmente saturada

de sustrato.

Vmax.
Ko = (2]
[E,]

Con el fin de transformar la ecuacion de Michaelis-Menten en una representacion

lineal se siguen los métodos de: Lineweaver-Burk® v Eadie-Hofstee® %

* Método de Lineweaver-Burk: Se representan el inverso de la velocidad de reaccion
(1/v) frente al inverso de la concentracion de sustrato (1/s). El punto de corte
de la recta con el eje "y" representa la inversa del valor de V,, y el valor de

la pendiente equivale al cociente K,/V ...
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* Método de Eadie-Hofstee: Se representa la velocidad frente al cociente V/[S]. El
valor de la pendiente equivale a -Ky y el punto de corte con el eje de
ordenadas equvale a V,

67.68

La representacion de Eadie-Hofstee se considera mas precisa’™, por lo que va a ser

la representacidn lineal utilizada en la presente Tesis Doctoral.

Cinéticas mulfisustrato

La mayoria de las enzimas suelen utilizar mas de un sustrato para llevar a cabo su
accion catalitica. Muchos de los principios aplicados para enzimas que actian sobre un solo
sustrato pueden aplicarse también a sistemas multisustrato. No obstante, en la mayoria de
estos casos se suele observar un comportamiento michaeliano cuando la concentracion de un
sustrato se mantiene constante y solamente varia el segundo sustrato. Segin la terminologia

comunmente aceptada, se consideran reacciones secuenciales aquellas en las que todos los

sustratos se unen a la enzima antes de que se forme el primer producto de 1a reaccién. Estos
mecanismos secuenciales se llaman ordenados si los sustratos se unen a la enzima y los
productos se liberan en un orden obligatonio. Por su parte, un mecanismo gl azar implica la
no obligatoriedad en el orden de combinacién o liberacion. Por otra parte, las reacciones en
las cuales unos o mas productos se liberan antes de que todos los sustratos se afiadan se
denomina ping-pong o de doble desplazamiento y el término "uni-uni” o "bi-bi* hace refemcia

al numero de sustratos presentes.

La cinética de las reacciones de transferencia de acilo catalizadas por lipasas en medio
organico, que pueden conciwr en ia sintesis o hidrolisis de ésteres en funcion de la naturaleza
de los sustratos, corresponde a un mecanismo de reaccion tipo ping-pong bi-bi*, que es una
variaciéon del modelo de Michaelis-Menten, definido para reacciones con dos sustratos y que
se desarrollan en dos etapas.

El mecanismo general de reaccion de las lipasas se basa en la formacién de un
complejo acil-enzima con el primer sustrato racémico (Ag v A,), que posteriormente sufre un
ataque nucleofilice por el segundo sustrato (B) formandose los producto de la reaccion (Py
y P;). Este mecanismo de accidn se representd en el apartado anterior (ver [1.2.4.b.; Figura

J), pero se puede esquematizar para un sustrato racémico segin el sigumiente modelo:
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reaccion enantiomero R

R, OH R, OH
Enzima +R—-COZ—R, ———kai——b R—CQ—Enz ——(Akb——r Enzima+ R—CQO,—R

AR PR

reaccidn enantiomero S

R, OH R, OH
Enzima +R—CO;—R, -———%——’ R—CO—Enz ___S‘Iq,—’ Enzima+R“—CO,—R,

Ag Py

Esquema 3: Mecanismo de reaccion tipo ping-pong bi bi para sustratos quirales

En las reacciones de sintesis de ésteres los sustratos Ay y A son los enantiomeros
de un acido y R,-OH es un alcohol, mientras que los productos Py y P son los enantiémeros
del éster formado y R,-OH es el agua liberada en la reaccién

En el esquema 3, para la reaccion de sintesis de ésteres, k,, k,, k', y k', son constantes
netas de velocidad”. Cineticamente, k, y k', equivalen a K /K, de ambos enantiémeros (A,
vy Ag)y ki, k', representan la constante de union y el rendimiento catalitico de cada complejo
diastereoisomérico acil-enzima respecto al nucledfilo aquiral.

Los valores de las constantes de velocidad k, y k, corresponden a las siguientes

ecuaciones 3 y 4 respectivamente.

k, = exp (-AG,/RT) 3]
k, = exp (-AG/RT) 4]

donde T, y T, indican los estados de transicion.
Si la velocidad de reaccién del enantiomero Ay es v, v la velocidad del enantiémero

uval A es v, , entonces aplicando ¢l método de constantes netas de velocidad de Cleland”™

se obtienen las sigutentes reacciones:
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(Enz]y/vye = 1/K,[Ag] + (1/k, + k' [AsVk k' [Ag] ) . 1/[ROH] (5]
(Enz]y/vas = VK JAG] + (17&"y + k[Ar)k k,[As]) . 1/{ROH] {61

Estas ecuaciones indican claramente que la discriminacion entre dos sustratos

competitidores depende de la secuencia coinpieta de la reaccion.

En las reacciones de hidrolisis de ésteres los sustratos (Ap y Ag) son los
enantidmeros de un éster quiral y R,-OH es un alcohol; mientras que los productos (P, y Py)
son los enantiomeros del acido liberado. En estas reacciones se produce una pérdida parcial
de especificidad debido a la elevada concentracion de agua (55,5M), que es el disolvente de
la reaccién. Como consecuencia, el segundo término de las ecuaciones 5 y 6, que representa
los pasos que siguen a la fase irreversible de la reaccion, son anulados, quedando esas

ecuaciones reducidas a las sigmentes ecuaciones , para las reacciones de hidrolisis:

[Enz}o/v, = 1/k,[A] [7]
[Enz]y/vy = 1/k',[B) 18]

Combinando las dos ecuaciones 7 y 8 se obtiene la ecuacion 97
valvg = (k/k7) . ([AY[B]) (9]

Esta ecuacion 9 indica que en las reacciones hidroliticas, la enantioselectividad
depende unicamente de la secuencia catalitica que conduce hasta el primer paso reversible.
Esta diferencia en cuanto a la enantioselectividad de los dos procesos explica por qué, en
algunos casos, la enantioselectividad del proceso es mayor en las reacciones de esterificacion
en disolventes organicos que en reacciones de hidrolisis en medio acuoso™ ",

Las reacciones que siguen un mecanismo de tipo ping-pong dan lugar a graficas de
Lineweaver-Burk paralelas para diferentes concentraciones del segundo sustrato, mientras la

Vo ¥ 12 K del primer sustrato también aumentan (Figura 7).
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Figura 7: Graficas de Lineweaver-Burk paralelas, caracteristicas de la cinética ping-pong,

I1.2.5.b.- Estercoselectividad de las lipasas

Las lipasas son enzimas enantioselectivas, propiedad que ha permitido llevar a cabo
transformaciones regio- y enantioselectivas que no eran posibles por técnicas de Sintesis

Organica tradicional y que seran analizadas en el proximo apartado (ver 11.2.6.)

11.2.5.b.1.- Parimetros de enantioselectividad
Con el fin de cuantificar 1a enantioselectividad de una enzima en una determinada

reaccion, Sih y cols.”®? definieron un parametro denominado Coeficiente de

enantioselectividad (F). Este coeficiente se definié como la relacion entre los parametros V.
y K, de los dos enantiomeros A; v Ag .

Durante una reaccion enantioselectiva, si los dos enantidmeros compiten por el centro
activo de la enzima y se cumplen las exigencias de la teoria del estado estacionario postuladas
por Michaelis-Menten, las velocidades de reaccién de ambos enantidmeros se pueden definir

en funcién de los pardmetros cinéticos K,,, v Ky, segin las siguientes ecuaciones:
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Var = (ke / Kyar [ET [Agl {10]
Vs = (Key / Kydas [E] [As] (11}

Por tanto, el coeficiente de enantioselectividad (E), segmendo la definicion anterior

se puede expresar segun la ecuacion 12

Va (Vaar / Knpda
E = = [12]
VB (vmax ,r' KM)B

Dado que estas constantes cinéticas estan relacionadas con la energia libre de ambos
estados de transicion, la enantioselectividad de una reaccion esta relacionada con la diferencia

de energia de los estados de transicién correspondientes a cada isémero (ecuacion 13).

(Koot / Knpa

(Keoi / Knda

AAG"=(AG", - AGY) =-RTln [13]

Actualmente, para reacciones trreversibles en lugar de utilizar todos estos parametros,
caracteristicos de las reacciones correspondientes a cada uno de los enantiémeros, se
simplifica el proceso empleando la expresion matematica propuesta por Sih y cols.™", que
relaciona el valor de E con la conversion (c) y el exceso enantiomérico del sustrato (ee,) o
del producto (ee,). El inconveniente de este parimtro es que solo se puede aplicar en
ecuaciones de primer orden o de pseudoprimer orden, es decir en aquellas reacciones
donde solo haya un sustrato o en las que uno de ellos esta en una concentraciéon muy superior,
como la reaccion de hidrolisis de ésteres, en la cual uno de los reactivos (el agua) es el
disolvente de la reaccién y la velocidad de reaccion depende unicamente de 1a concentracion

del éster.

In [(1-c) (1-ee,)]
E = j14]
In [(1-c) (1+ee,)}
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In [1-¢ (1-ee,)]
E-= [15]
In [1-c (1+ee,)]

En estas ecuaciones la conversion y 1os excesoso enantioméricos se expresan en tanto

por uno.

IL2.5.b.2.- Determinacion experimental del grado de enantioselectividad de una

reaccion,

Para determinar el grado de enantioselectividad alcanzado en una reaccion la
metodologia mas utihizada es 1a cromatografia por HPLC con columna quiral.

La cromatografia se basa en la distribucion de un compuesto entre dos fases: una
movil y otra estacionaria. Hasta hace pocos afios, la mayoria de las fases estacionarias
utilizadas en cromatografia gaseosa y en cromatografia liquida eran aquirales, lo que
significaba que la separaciéon de enantiomeros no podia realizarse directamente, sino que
previamente habia que formar diastereoisomeros por reaccién con un agente opticamente puro.

Brooks y Gilbert™ desarrollaton por primera vez un método de separacion de los dos
1sémeros de Ibuprofen por cromatografia gaseosa, m.ediante la formacién de amidas
diasterosisoméricasde este dcido con R(+) a-metil bencil amina. A partir de ese momento, han
ido apareciendo en la bibliografia diversos métodos de separacion de enantiémeros de acidos
2-arilpropiénicos mediante cromatografia, previa derivatizacion™".

No obstante, es mas util utilizar un método cromatografico directo de separacion de
enantidmeros utilizando una fase estacionaria quiral y una fase maévil aquiral. En la presente
Tesis Doctoral se ha seguido esta metodologia utilizando columnas quirales tipo Chiralcel
(Daicel Chemical Ind.), cuya fase estacionaria supramolecular es un derivado de celulosa y
una fase movil aquiral, con una composicién determinada segin el acido 2-arilpropidnico
analizado {Tabla 13). Dado que experimentalmente se determina el exceso enantiomérico del
acido quiral {producto de la reaccion de hidrélisis de los esteres de dichos acidos 2-
arilpropionicos), para calcular el coeficiente enantiomérico (E) dela reaccion de hidrdlisis se

utilizara la ecuacion [15].
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11.2.6.- ACTIVIDAD DE LAS LIPASAS EN MEDIO ORGANICO

El medio natural de actuacién de las enzimas durante los procesos biologicos es el
agua. En este medio las enzimas adoptan una conformacion plegada de forma que los
aminoacidos apolares se colocan hacia el interior de la molécula, mientras que los residuos
polares se disponen en la superficie en contacto con el agua del medio™. En medio organico
las enzimas tenderian a plegarse en sentido contrario, de forma que quedaran en la superficie
los residuos apolares. Este hecho conduce al planteamiento de cOmo es posible que las
enzimas puedan retener su actividad catalitica en medio organico.

Las diversas investigaciones lievadas a cabo coinciden en sefialar que la estructura
enzimdtica en medio orgdnico no se modifica, y por tanto, la actividad enzimadtica se
mantiene. Algunos autores afirman que una enzima nativa en medio organico sufre un
atrapamiento cinético, debido a las interacciones hidrofobas producidas por 1a baja constante
dieléctrica del medio, lo que permite el mantenimiento de la estructura protéica. Esta ngidez
enzimatica se ha comprobado en la proteinasa «-litica mediante técnicas de RMN de deuterio
en estado sélido®™ y en la o~quimotripsina mediante técnicas de resonancia de spin
electronico®. Otros autores han comprobado que tras liofilizar una disolucion enzimatica,
dicha enzima mantiene la conformacién que tenia al pH de la disoluci6n de partida y ademas
dicha conformacion se mantiene cuando la enzima liofilizada se utiliza en un medio con
disolventes organicos anhidros®®. Finalmente, se ha comprobado por medio de diagramas de
difraccion de rayos-X, que ia estructura de la subtilisina Carlsberg cristalizada en acetonitnlo

anhidro es idéntica a la de la enzima en agua®™ .

El empleo de enzimas como catalizadores en medio organico presenta una serie de
ventajas™**:
1).- aumento de la solubilidad de la mayoria de los compuestos organicos
2).- posibilidad de llevar a cabo reacciones que son imposibles en medio acuoso
debido a restricciones cinéticas o termodinamicas.
3).- aumento de la estabilidad enzimatica

4).- sencilla recuperacion de los productos de reaccion
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5).- debido a la insolubilidad de las enzimas en medio organico es posible su
recuperacion al final de la reaccion por simple filtracién, lo que permite su
posterior reutilizacién.

6).- eliminacién de contaminaciones microbianas.

7).- se evitan reacciones secundarias provocadas por el agua, como la hidrélisis de los
anhidridos de acido utilizados como agentes acilantes o la polimerizacién de
las qunonas, utilizadas como regenerador de cofactores.

8).- aumenta su estabilidad térmica, permitiendo su utilizacion a temperaturas elevadas,
hasta 100 °C¥»¥,

9).- las enzimas inmovilizadas por adsorcion sobre superficies no porosas no se

desprenden del soporte cuando se utilizan en medio organico.

11.2.6.h.- Eleccié i ant

Lanaturaleza del disolvente orgémco afecta a la estabilidad y actividad enzimatica por

tres vias’’;
a).- Inhibiendo o inactivando la enzima por interaccion directa con ella, ya que
¢l disolvente orgénico puede distorsionar los puentes de hidrégeno y las interacciones
hidrobofas que mantienen la estructura protéica, provocando una disminucién de su actividad

y estabilidad®.

b).- Los disolventes organicos pueden interaccionar con sustratos o con
productos de la reaccién. Por ejemplo, el cloroformo provoca una significativa disminucién

de la actividad catalitica de la peroxidasa durante la reaccién de oxidacién de fenoles™.

c).- el disolvente organico puede interaccionar con la capa de agua esencial que
rodea a las enzimas, provocando la alteracion de su conformacidn activa. La interaccion entre
el disolvente organico y el agua esencial de una enzima es directamente proporcional al
caracter polar de dicho disolvente; ya que los disolventes polares tienen mayor capacidad para
captar esas moléculas de agua, provocando la desnaturalizacion, y por tanto desactivacion

enzimatica”. Esta via de alteracion enzimatica es 1a mas importante en el caso de las lipasas.
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En general, la eficacia catalitica de las enzimas disminuye al aumentar la polaridad det
disolvente™. Se ha comprobado que los disolventes polares pueden desactivar las enzimas; al
captar el agua esencial para el mantenimiento de la conformacién enzimdtica activa®™ o al

penetrar hasta su nucleo hidrofobo, alterando su delicada conformacion®.

Con el fin de optimizar [a actividad catalitica de las enzimas en medio organico se
suele utilizar el parametro logP (coeficiente de particion del disolvente en un medio bifasico
n-octanol/agua)’*”, como medida de la polaridad de los disolventes organicos™”*”’. Laane y
cols.’® analizaron la relacion existente entre la actividad enziméatica de varias lipasas v otros
parametros fisico~quimicos de los disolventes organicos, como la constante dieléctrica (g), la
capacidad de formar enlaces de hidrogeno (y), el momento dipolar (i) y la polarizabihdad

(a), pero solo obtuvieron una correlacion clara con el valor de logP.

En funcién del logP se han clasificado los disolventes organicos en tres grupos’:
I).- logP ( 2 (solubilidad en agua superior al 0,4 %). Distorsionan la delicada
y vital capa de agua que rodea a las proteinas, ya que penetran en dicha capa o reemplazan

las moléculas de agua de dicha capa *'.

II).- log P entre 2 y 4 (solubilidad en agua entre 0,04 y 0,4 %). Distorsionan
las mmteracciones enzima-agua, pero en menor medida que los disolventes antenores. Alteran

la actividad enzimatica de forma impredecible.

II0).- logP } 4 (insolubles en agua). No distorsionan el escudo de moléculas

de agua que rodean a la proteina y mantienen a la enzima en su estado activo.

Asi pues, los disolventes apolares como: hexano, 1sooctano, tolueno, ciclohexano, terc-
butil- y dusopropiléter v derivados halogenados como tricloro- o trifluoroetanc han sido
utilizados con éxito como disolventes en reacciones catalizadas por lipasas. Sin embargo, al
utilizar disolventes polares como N, N-dimetiiformamida (DMF), piridina y n-butanoli, se altera
la estabilidad enzimatica y se desactiva el biocatalizador™.

Centrandonos en el comportamiento de la lipasa de Rh.miehei diremos que Zaks y

35



Lipasas

Klibanov", tras analizar la influencia de la naturaleza del disolvente organico en la actividad
de tres lipasas de ornigen diverso (lipasa pancredtica porcina, lipasa de Rh.miehei y lipasa de
C.cylindracea) durante la reaccion de transestenificacion de tributirina y n-heptanol,
observaron que la lipasa de Rh.miehei ocupa una posicién intermedia respecto a su
sensibilidad a la naturaleza del disolvente, ya que la actividad de la lipasa de C.cylindracea
es directamente proporcional a la naturaleza del disolvente y la actividad de la lipasa
pancredtica porcina no tiene ninguna retacidn con el mayor o menor grado de polaridad del
medto, debido probablemente a que sus moléculas esenciales de agua estan mas fuertemente
unidas y es mas dificil que el disolvente las elimine®. Ademas, comprobé que ningua de estas
lipasas era activa en dimetilsulféxido y DMF, debido a la disolucion de las proteinas en estos
disolventes, mientras que en los otros disolventes las lipasas se mantienian en suspension y
activas.

Miller y cofs.”® analizaron la actividad de la lipasa inmovilizada de Rh.miehei
(Lipozyme® IM20) en la reaccién de sintesis del miristato de propilo utilizando diferentes
disolventes. Comprobaron que esta lipasa es practicamente inactiva en disolventes polares o
miscibles en agua, mientras que presenta una elevada actividad en disoiventes apolares.
Ademds, comprobaron que en algunos casos en los que se utilizaron disolventes polares era
posible recuperar la actividad enzimatica resuspendiendo la lipasa en un disolvente apolar
como el hexano y afiadiendo una cierta cantidad dé agua. Esta recuperacion solo fue posible
en el caso del tetrahidrofurano (THF) debido a que este disolvente elimina solamente las
moléculas de agua unidas muy debilmente a la enzima, provocando pocas alteraciones
conformacionales, las cuales son faciles de solventar al adicionar cierta cantidad de agua. Por
el contrario, al seguir ¢l mismo procedimiento con DMF, la enzima no recuperaba su
actividad, ya que este disolvente elimina todo el agua de la molécula provocando alteraciones
trreversibles de la proteina.

En conclusion, el disolvente organico ideal para una determinada reaccion es aquel que
solubiliza los sustrato” y no desorbe ni distorsiona el manto acuoso esencial para el

mantenimiento de la conformacién activa de la enzima'®,
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I1.2.6.c.- Importancia del agua en la actividad enzimdtica en medio orgianico.

Como se indicd anteriormente, el medio biologico de actuacion de las enzimas es el
agua, ya que participa directa o indirectamente en todas las interacciones no covalentes
(interacciones electrostaticas, enlaces de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals'' que
permiten el mantenimiento de la conformacién nativa, y por tanto, cataliticamente activa de

las enzimas!®*!%

Ademas, se ha comprobado que aunque las enzimas mantienen
perfectamente su actividad v conformacion en medio organico, se pueden mactivar si se
elimina todo el agua del medio, ya que el disolvente organico captara moléculas de agua de
la enzima. Por tanto, la cuestion que hay que plantearse no es si las enzimas necesitan agua,

sino cuanta agua necesitan para mantener su conformacion activa en un medio determinado®™.

El método mas correcto para establecer la cantidad de agua esencial para la actividad
de una determinada enzima se basa en la correlacion entre la actividad catalitica y 1a cantidad
de agua disponible por la enzima en un disolvente organico. Esta correlacion se obtiene a
través del concepto de actividad de agua (a,), que es el mejor parametro para describir la

distribucion de agua en sisternas multifasicos'™.

IL.2.6.c.1.- Actividad de agua (a,)
S1 suponemos un sistema cerrado en el que una fase gaseosa hiumeda se encuentra en
equilibrio con una fase liquda, también hiimeda, se puede definir la actividad de agua (a,)

de la fase liquida a una temperatura dada como [16]'** :

f,
a,-———— [16]
£
donde: f, es la fugacidad del agua en la mezcla a ia temperatura de equilibrio

£°, es la fugacidad del agua pura a la misma temperatura,

S1 la concentracion de agua en el sistema es pequefia (como sucede en los procesos
biocatalizados en medios organicos ligeramente hidratados) y se trabaja a bajas presiones (p.e.

a presion ambiental de 1 atm), se puede suponer que el vapor de agua se comporta como un
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gas 1deal, por lo que se puede sustituir la fugacidad por la presién parcial del vapor de

agua [17].

a, = =———— [17]

La presién de vapor del agua pura (P°,) en estas condiciones se considera igual a la
unidad. La ecuacién transformada y expresada en tanto por ciento se define como Humedad

relativa en el equilibrio (HRE) [18].

HRE = P, 100 = a, 100  [18]

11.2.6.c.2.- Isotermas de adsorcién

En la practica, la actividad de agua (a,) se determina introduciendo la muestra en una
camara de medida cerrada, a temperatura constante y con volumen lo més pequefio posible.
Pasado un tiempo, se alcanza el equilibrio entre la humedad del aire de la camara .y la de la
muestra. Esta humedad relativa del aire en la camara de medida, corresponde a P,, y s1
consideramos P, = 1, obtenemos el valor de a,, a partir de [17).

La forma mas comin de representar estos datos, es una curva que mide la variacion
de la cantidad de agua afiadida (g. agua / g. muestra) frente a a,. Segun las medidas sean
efectuadas durante la deshidratacién de la muestra (desorcidn) o en el curso de la
rehidratacion de la misma (adsorcion o resorcién) se obtendran dos curvas, que no tienen por
qué comcidir (fenémeno de histéresis).

Como se indica en la Figura 8 una isoterma de adsorcion se divide tres zonas.
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Contenido en agua

609 azs 0.50 e 1.00
Actividad de agua (Aw)

Figura 8: Isoterma tedrica de adsorcion-desorcion,

Al analizar el contenido en agua de una enzima hay que considerar dos fracciones de
moléculas unidas a las enzimas'®:

a).- la pnimera fraccién esta constituida por moléculas' de agua facilmente
separables, que pueden ser facil y exactamente cuantificadas por desorcion. Estas moléculas
de agua residual (no superior a 0,07 mg agua/mg de enzima), se cree que interaccionan
solamente con grupos funcionales cargados y algun agrupamiento de aminoacidos polares'®’.
Fl agua que se desorbe inicialmente procede tanto de residuos polareé, como no polares de
la secuencia polipeptidica de la enzima; aunque, evidentemente, los residuos mas expuestos
al medio seran los mds polares. La energia libre de desorcion, de estas moléculas de agua

hacia el disolvente organico es favorable (AG { 0).
b).- la segunda fraccion de moléculas de agua se mantienen fuertemente unidas

a la enzima y constituyen parte de su estructura. Su desorcion desde zonas cargadas de la

enzima hacia el disolvente organico suele ser termodinamicamente desfavorable (AG ) 0).
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En la isoterma tedrica (Figura 8) se pueden diferenciar tres zonas, que se corresponden
con los diversos tipos de moléculas de agua unidas a la enzima:

Zona I: Fl agua presente en esta zona de la isoterma es el agua mas
fuertemente unida, que en el caso de las proteinas corresponderia al agua de cristalizacion.
Este agua esta unida a zonas polares de la proteina por interacciones agua-ion o agua-dipolo.
La entalpia de vaporizacién de este agua es mucho mayor que la del agua pura, y no puede
congelarse a -40 °C. El limite de las zonas I y II coresponde al contenido de humedad
"monocapa”. Al contrario de lo que pueda inferirse del nombre, la monocapa no significa la
cobertura de toda la materia seca por una capa simple de moléculas de agua densamente
empaquetadas, sino que se trata de la cantidad de agua necesaria para formar una monocapa

sobre los grupos altamente polares y accesibles de la matena seca.

Zona ITI. El agua afiadida en la zona II ocupa los restantes sitios de la primera
capa y varias capas adicionales (agua en multicapa). La entalpia de vaponizacién del agua en

multicapa es ligera o moderadamente superior a la del agua pura.

Zona III: El agua de la zona IlI es el agua menos higada a la proteina y por
ello se denomina "agua de la fase masiva". Tiene una entalpia de vaporizacion igual que la

del agua pura, por lo que se trata de agua congelable.

IL.2.6.c.3.- Competencia por el agua en un sistema biocatalitico

La disponibilidad del agua alrededor de las moléculas activas de enzima depende de
la presencia de elementos en el sistema que pueden competir por el agua, segin sea su
afinidad por la misma, como: los disolventes organicos, los reactivos, los aditivos y los

soportes.

Disolventes orgdnicos

Como se mdicé anteriormente (ver /1.2.6.5.) los disolventes compiten, en funcion de
su polaridad, con la enzima por el agua.
La capacidad de captacion de agua por parte del disolvente se refleja en su isoterma

108

de adsorcion. Halling y cols."” comprobaron la similitud existente entre las isotermas de
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adsrocién de agua de las proteinas en aire y en disolventes de diferente polaridad hasta un
valor de a,, proximo a 0,5. De esta forma dedujo que el disolvente no influye en la cantidad
de agua fuertemente ligada 2 la enzima (que corresponde al agua que todavia queda retenida
tras la hofilizacion).

Al realizar estudios de actividad con lipasas en disolventes tan dispares como hexano
{logP = 3,5) y 3-pentanona (logP = 0,8), se observd que, en todos los casos e
independientemente de la polaridad del medio, Ia actividad enzimatica optima de las lipasas
analizadas se situaba en tomo a una a,= 0,55 . Por tanto, la medida de la actividad de agua

permite establecer las condiciones iddneas de reaccion.

Reactivos

La naturaleza y concentracion de los sustratos sobre los que actaan las enzimas pueden
alterar la distnbucion del agua en el sistema. Asi por gjemplo, una concentracion elevada de
alcohol''® o de 4acido'" en una reaccion de esterificaciéon catalizada por lipasas, puede
provocar una dismunucién drastica de la actividad enzimatica debido a un aumento de la
capacidad' de la fase organica para solubilizar agua, y por tanto de sustraerla del

biocatalizador.

Aditivos

Las sales pueden competir con las moléculas de enzima por captar el agua del
medio'’?. De la misma forma, los azicares presentes en muchos preparados enzimaticos
comerciales, son capaces de captar agua'".

Compuestos similares al agua como el glicerol y otros glicoles'™, ta N,N-
dimetilformamida'’ y el dimetilsulféxide''® son capaces de alterar la actividad enzimatica, ya
que estos compuestos actiian como muméticos del agua y en algunos casos la adicion de estos

compuestos produce un incremento en la actividad de muchos biocatalizadores.

Soportes

Reslow y cols.'"” demostraron que la naturaleza del soporte sobre el que se inmoviliza
una enzzima mfluye en la actividad catalitica de la enzima inmovilizada, Este comportamiento

es debido a la "acuofilia" del soporte, que es la capacidad de éste para adsorber agua,
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utilizando como disolvente de referencia el diisopropiléter saturado en agua. Estudios
anlogos''*''® demostraron que los soportes hidréfobos favorecen la actividad catatitica frente
a los soportes hidrofilicos. De todas formas, ni la capacidad del soporte para absorber agua,
ni su contenido en agua pueden pronosticar una determinada actividad en una reaccidn
biocatalizada.

En el equilibrio, la a, sera la misma en todas las fases del sistema, mcluyendo el
soporte donde la enzima se encuentra inmovilizada. Controlando el valor de a,, del sistema,
se ha podido comprobar que el perfil de la curva actividad enzimitica/a, es similar en la

mayoria de los soportes utilizados''™'#

IL2.7.- APLICACIONES DE LAS LIPASAS
IL2.7.a.- Evolucién historica de la aplicacion industrial de las enzimas

El uso de enzimas en procesos industriales se remonta a las antiguas civilizaciones
orientales de China y Japén, que utilizaban las enzimas para la produccién de alimentos y
bebidas alcohdlicas. Homero describe, en una de sus obras, el proceso seguido por los griegos
para la elaboracion de queso, removiendo la leche COn upa rama de higuera. Esta rama
liberaba una proteasa que provocaba la coagulacion de la leche.

En 1875 Christian Hansen desarroll6 la primera industnia de produccién de enzimas.
En su fabnica producia una preparacion enzimatica estandarnizada, compuesta por una mezcla
de quumosina, también denominada renina, y pepsina. Esta préparcic’m se denomid cuajo y
se utilizé en la preparacion de quesos.

Pero, hasta 1955, con 1a produccion de ta glucoamilasa, no se desarroll6 a gran escala
la industria de las enzimas. Sin embafgo, fue la utilizac16n de las proteasas en la composicién
de los detergentes el factor que impulsd definitivamente esta industria. A partir, de ese
momento se iniciaron diversos frentes de investigacion acerca de las enzimas y su utilizacion.
Las aplicaciones del uso de enzimas se dividen en cuatro categorias':

1).- enzimas como productos finales:
industria de detergentes
mdustria de agentes de limpieza
industria farmacéutica

industria de alimentacién animal
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2).- enzimas como elementos del proceso
industria textil
industria del cuero
industria papelera
mdustria azucarera
mmdustna cafetera
3).- produccion de alimentos y bebidas
mdustria quesera
industria cervecera
mdustria del vino v de los zumos
mndustria de productora de proteinas
mdustria carnica
industna panadera
industria de grasas y aceites
4).- enzimas como catalizadores industriales
procesamiento del almidén
produccién de antibioticos

industria dedicada a la quimica fina.

1L.2.7.b.- Aplicaciones industriales de las lipasas

Aunque la "industria" de las lipasas se ha desarrollado mas lentamente que la de otro
tipo de enzimas industriales como las proteasas y carbohidrasas, recientemente se han
propuesto nuevas aplicaciones potenciales para este tipo de enzimas, lo que las hara
enormemente competitivas con las anteriormente mencionadas.

El mmterés actual acerca del uso de las lipasas en procesos biotecnologicos se debe,
fundamentalmente, a que estas enzimas'**:

a).- son capaces de catalizar reacciones de sintesis o de hidrolisis de ésteres
controlando las condiciones de reaccion; ya que, las lipasas pueden trabajar en medios
muy variados, desde soluciones acuosas a medios organicos, sin que sufran una

desactivacion apreciable
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b).- son enzimas asequibles dada su alta produccion mediante técnicas de

mgenieria genética

¢).- no son excesivamente sensibles a la estructura del sustrato, lo que las

convierte en biocatalizadores de amplio espectro.

La oferta comercial de lipasas microbianas por parte de laboratorios japoneses,
europeos y americanos, se ha incrementado espectacularmente, debido a su gran variedad de

aplicaciones v a su bajo precio. En la Tabla 2 se muestran algunos ejemplos de lipasas

comerciales.
Tabla 2: Lipasas microbianas comerciales mas utilizadas,
Lipasa de ... pnorhbre comercial laboratorio suministrador
Aspergillus niger Amano A Amano
Candida rugosa LipaseOF, Amano Lipase AY Sigma y Amano

Rhizomucor miehei Amano R-10, Lipozyme Amano y Novo-Nordisk

Candida antérctica SP525, SP435A Novozym435 Novo-Nordisk y Fluka
Geotrichum candidum Amano lipase GC Sigma y Amano
Humicela lanuginosa Lipolase Novo-Nordisk
Pseudomonas cepacia AmanoP; PS, PS30, LP8&0 Amano vy Fluka

Las lipasas se utilizan fundamentalmente en la industria alimentaria (produccién de
quesos y elaboracidn de leche para lactantes) y en la industria de grasas y aceites. Asimismo,
se emplean en la industria de los detergentes, de los agentes de limpieza, en la industria
farmacéutica, en la mndustria papelera y como catalizadores en numerosas reacciones de

sintesis organica,
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IL2.7.c.- Utilizacién de las lipasas en reacciones de sintesis organica

En la presente Tesis Doctoral el estudio de las aplicaciones de las lipasas se ha
centrado en su utihizaciéon como catalizadores de reacciones de Sintesis Organica, ya que las
lipasas pueden catalizar reacciones dificiles de llevar a cabo por métodos guimicos

convencionales. A continuacién se mdican algunos ejemplos.

* Oxidacion indirecta de dcidos

El descubnmiento reciente de que las lipasas pueden catalizar la formacion de
peroxiacidos carboxilicos a partir del correspondiente dcido carboxilico y peréxido de
hidrégeno, seria otro ejemplo de aplicacién de lipasas en procesos quimicos organicos'™. El
proceseo objeto de estudio se representa a continuacion:

Lipasa de C.amtarctica
HO, H,0

P4 s

Esquema 4: Oxidacion indirecta de un acido, catalizada por lipasas.

La lipasa cataliza la oxidacion del acido en peracido, presumiblemente por el
mtercambio del grupo -OH por -OOH. Esta reaccion se ha utilizado en la epoxidacion de
ciclohexeno por tratamiento de} alqueno con lipasa, H,O,, ¥ un acido carboxilico de cadena

larga o media.
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* Esterificacion regioselectiva de O-glucosidos.

La lipasa B de Candida antarctica se ha empleado en la esterificacién regioselectiva
en C, de glucdsidos'®. El coste de este proceso es bastante bajo, ya que la glucosa se obtiene
factlmente de los vegetales. Ademas, lano utilizacion de reactivos quimicos téxicos hace que

este proceso tenga un gran interés industrial (Esquema 5).

HO RCOO—

O
RCOOH
OH OCzHs [ - o OCzHs

OH OH
OH OH

Esquema 5: Esterificacion regioselectiva det C, de O-glucosidos.

Estos compuestos, debido a sus buenas propiedades surfactantes, representan una
importante alternativa a los productos ya existentes, empleados con muy diversos fines; desde
cosméticos a detergentes de lavado en frio, desengrasantes industriales de metales para usos

electronicos, etc.

I1.2.7.c.1.- RESOLUCION DE RACEMATOS

La actividad biologica, la biodisponibilidad y el metabolismo de un compuesto quiral
puede vartar de forma muy significativa de un enantiémero a otro'**'*’. Existen numerosos
ejemplos acerca del distinto comportamiento de los enantidbmeros de un determinado
compuesto; ya que uno puede ser activo y el otro inactivo; uno toxico y el otro inerte, uno

2 A pesar de ésto la mayoria de los farmacos con centros

agonista y el otro antagonista
quirales se han comercializado, hasta ahora, como mezclas racémicas debido a que la
separacion de los enantidmeros por métodos de sintesis organica convencional en algunos
casos es dificil de realizar; lo que conlleva el encarecimiento y prolongacién del proceso'?

En 1982, Jos farmacos racémicos y aquellos compuestos con un solo enantidmero puro
se comercializaban en una proporcién de 7 a 1. Actualmente la sttuacion es muy diferente,
tras las indicaciones propuestas por la FDA (Administracion Americana de Alimentos y

Medicamentos) en 1992, segin las cuales los farmacos quirales dejan de ser considerados
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como entidades mdividuales y comienzan a ser considerados como combinaciones de
farmacos™’. Como consecuencia de estas directrices, el desarrollo de un farmaco quiral, si se
quiere comercializar como mezcla racémica conlieva la realizacion de estudios farmacologicos
y toxicologicos de dicha mezcla y de cada uno de los enamtiémeros, lo que provoca el
encarecimiento y prolongacion del desarrollo de dicho farmaco.

Las circustancias anteriormente descritas han forzado a muchas empresas farmacéuticas
a sintetizar 1sOmeros puros, o por el contrario, a dedicarse a la fabricacion de moléculas
aquirales. De ahi el prondstico de que, para el afio 2000, el 80% de este tipo de farmacos

sintéticos sean comercializados como enantiémeros puros'! (Figura 9).
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Figura 9: Evolucion de la produccién de sustancias opticamente puras durante los ultimos

aftos'*,

De entre todas las posibilidades de introducir asimetria, o de resolucion de racematos,
los procesos biocatalizados estan adquiriendo mayor importancia cada dia y sin duda las
lipasas presentan una enorme aplicabilidad, debido a su enantioselectividad y amplia
especificidad de sustrato, lo que las convierte en instrumentos de gran valor para la obtencion

de compuestos enantioméricamente puros.
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Realizar un estudio exhaustivo del gran numero de biotransformaciones recogidas en
la bibliografia seria muy extenso, por ello remitimos a una serie de referencias bibliografica,

133-

que recogen este amplio campo******. No obstante, a continuacion se indican algunos ejemplos

de interés.

* Reacciones de acilacion

Diversos agentes acilantes se han empleado en acilaciones irreversibles y altamente
enantioselectivas (e.e. > 93 %) de 2-halo-1-anl-etanoles empleando la lipasa de Pseudomonas
Sfluorescens'. Se ha demostrado que mediante el uso de esta enzima, en disolventes anhidros
y de acetatos de vinilo como donadores de acilo es posible sintetizar alcoholes

enantioméricamente puros'**'*? de gran interés sintético (Esquema 6).

OH (CHsCO);0 - @fLococ:Hs . OH
Lipass de P flyorescens -

H

OAc
CHoX —_ AcOH N @{LCHZX . g\cmx
Lipasa de P fluorescens

Esquema 6: Sintesis de alcoholes enantioméricamente puros.

1l

OH

|||||O

* Reacciones de hidrolisis
Scilimati y cols.'” llevaron cabo la resolucién de ésteres racémicos catalizada por
lipasas; para lo cual selecciond un éster no hidrolizable en carboxilo terminal para mejorar

la enantioespecificidad en la hidrélisis del otro grupo éster (Esquema 7).

o) O
jan |
OH O o}
m 5 /L\)L ) O:- H
*
. otBu n OtBu n ©OtBu
(n=0, 1,5, 10) (R) e.e. > 99% (S) e.e. = 30-96%

Esquema 7: Hidrolisis enantioselectiva de ésterss.
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El analisis de las influencias estructurales en la hidrolisis de ésteres es uno de los
puntos de mayor actualidad en el campo de la biocatalisis. Tras el estudio de la influencia del
tamafio del anillo en Ia hidrélisis de acetatos ciclicos, catalizada por la lipasa de Pseudomonas
fluorescens, se ha observado que los acetatos con configuracion R se hidrolizan

preferentemente, con alta enantioselectividad, independientemente del tamafio del anillo'**"**.

Las lipasas de péancreas porcino y la de Candida rugosa realizan la hidrolisis
enantioselectiva de ésteres biciclicos'’ con un exceso enantiomérico superior al 94 % para
el caso concreto de los acetatos y de los butiratos de endo-7-oxabiciclo [2,2,1] hept-2-ilo, para
asi obtener los correspondientes alcoholes biciclicos y ésteres 6pticamente puros con un e.e.=

93-97 % '**

Vanas lipasas, de Pseudomonas fluorescens, Aspergillus niger y Candida rugosa, se
han probado en la hidrélisis de los ésteres etilicos de 2-cloro-N-benciloxicarbonil derivados
de algunos aminoacidos no naturales. Los mejores resultados se han obtenido mediante la
reaccion llevada a cabo con- la lipasa de Aspergillus niger, donde se ha observado una

preferencia en la hidrolisis de los enantiémeros L (e.e= 85-96 %)'¥

. Este fué el primer
intento de resolver aminoacidos no naturales, algunos de los cuales no se pueden hidrolizar

mediante acilasas.

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

aminociclohexanol mediante hidrolisis de (+)-2-azdociclohexanoatos y posterior

150 151

hidrogenacién™™. Con esta misma enzima inmovilizada sobre celite’”' se han resuelto acetatos

de tetrahidroisoquinolinio utilizando como medio de reaccion isooctano saturado con agua.
OAc

OAc
de C.rugosa o

Esquema 8: Resolucion de acetatos de tetrahidroisoquinolinio.

Mlle]

H
N
“CHs
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La hidrolisis enantioselectiva de diésteres, particularmente en compuestos proquirales
esta ahora utilizandose como método para preparar sintones quirales para la sintesis de
compuestos bilégicamente activos. Una facil sintesis de R(-) muscona se ha realizado
utilizando una aproximacién quimoenzimatica via hidrélisis del diacetato proquiral al sintén

quiral, empleando como catalizador la lipasa de Pseudomonas fluorescens'* (Esquema 9).

ACO/X\OAC Lipasa de P fluorescens -~ ACO/>{\OH ——
! cHY “H

cHy H

{R)-muscona

Esquema 9: Sintesis de R(-}-muscona.

Esta enzima, también se ha utilizado en la sintesis de la prostaglandina A, (PGA,) via

hidrélisis regioselectiva del diacetato inicial'**'** (Esquema 10).

Lipasa de P.fluorescens
S| metme (Y - e

I "
ACOCH; 'CH.0Ac HocH) " eH,0Ac

Esquema 10: Sintesis de prostaglandina A,

La preparacién de butirato de (R)-glicidilo y (R)-glicidol, elementos sillares de la
sintesis de farmacos B-bloqueantes, es un importante ejemplo de la aplicacion industrial de
lipasas para la obtencién de productos enantioméricamente puros. La lipasa pancreatica

155

porcina se empled en la hidrdlisis del éster correspondiente'*’ (Esquema 11).
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O
i

R—C— 0

R=butil H

butirato de (R,S) glicidilo

0
I

lipasa pancredtica porcina

» R—C— H\\‘ 'e)

butirato de {R)-glicidilo

A@/%\NHR

H OH
estructura general
de B-bloqueantes

+ 4
HO/M

(S)-glicidol

Esquema 11: Resolucion enantioespecifica del butirato de (RS )glicidilo.

La lipasa de Geotrichum candidum ha sido utilizada para catalizar 1a hidrolisis

enantioselectiva y regioespecifica de ésteres de acidos grasos con un resto aciloxi en posicion

B. Los correspondientes B-hidroxiacidos liberados son componentes estructurales de muchas

toxinas naturales de plantas, microorganismos y animales superiores'*® (Esquema 12).

0

AN

2 0O O

M Lipasa do G.candidum
7B a Me =4

éster (R,S) de Acido graso P-aciloxilado

||%
o
2

§

1 OMe

(S} B-hidroxiacido

Esquemna 12: Hidrdlisis de ésteres de scidos grasos P-aciloxilados.

* Reacciones de transesterificacion

Me

éster (R) de acido graso P-aciloxilado

La transesterificacion de un éster en medio acuoso catalizada por lipasas no tiene un

mnterés practico, porque se va a producir preferentemente la hidrolisis enzimatica del sustrato

y del producto. Sin embargo, cuando el agua se reemplaza por un disolvente organico, como

medio de reaccién, la situaciéon cambia completamente, obteniéndose buenos resultados'’”.
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La pinidina seca es el mejor disolvente para llevar a cabo la transestenficacion de
ésteres de acidos carboxilicos y glucidos empleando la lipasa de Pseudomonas fluorescens.

.. . . , ., . . [
Esta reaccion tiene interés para la produccién de biosuperficies'™™"”.

Sin embargo, la lipasa de pancreas porcino es mas activa en tetrahidrofurano,
habiéndose utilizado en acetilaciones regioselectivas de los hidroxilos primarios en
furanésidos. El grupo donador de acilo mds activo es el acetato de 2,2,2-trifluoroetilo'®. El
grupo de Wong ha utilizado ésteres de enol, como acetatos de isopropenilo o de vinilo, como
agentes de transferencia irreversible de acilo'®’. Este proceso es interesante pues el grupo
saliente se tautomeriza al compuesto carbonilico correspondiente, lo que hace que la reaccion

sea 1rreversible (Esquema 13).

0 o 1

P R e AL N

R; o] R, - R: OR R/ CH,
Esquema 13: Reaccion de transferencia irreversible de acile

Bovara'® llevé a cabo la la resolucién enantioselectiva del farmaco mucolitico (1)

trans-sobrerol, por medio de una reacciéon de transesterificacion enantioselectiva.

H AcQ,, HO
+ ""——\ Lipasa de Pseudomonas ‘ +
OAC -
: CH

Mon

Esquema 14: Transesterificacion del (1)-frans-sobrerol con acetato de vinilo.

OH

Lalipasa de Rh.miehei se empled para la resolucién del trans-B-fenilglicidato de metilo
via transesterificacion'®. El exceso enantiomérico (ee) de la reaccion fue del 95 %. Ambos
productos, el sustrato no modificado (2R, 38) y el producto obtenide (28, 3R), se convirtieron
en N-benzoil-(2R,38)-3-fenil-isoserina que es l1a cadena lateral en C-13 del agente antitumoral
Taxol (Esquema 15).
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Lipasa de Rh.miehei N .
R'OH \\\- 4y
P COOMe PHY COOMe ‘l Ph “COOR

9
NH— C—Ph

OOH
Ph

ol

H

Esquema 15: Transesterificacion del trans-B-fenilglicidato de metilo.

Los 2-ciclohexen-1-oles sustituidos en 2 y 3 son intermedios en la sintesis de
alcaloides tales como la (+)-vincamina. La resolucion cinética de dichos compuestos ha sido
llevada a cabo mediante transesterificacion con acetato de vinilo catalizada por la lipasa de

Rh.miehei. El exceso enantiomérico del correspondiente éster fue del 97% '*

* Reacciones de esterificacion

Las reacciones de estenficacion en medio organico catalizadas por lipasas son mas
enantioselectivas que las correspondientes reacciones de hidrolisis en agua. Por esta razon las
reacciones biocataliticas desarrolladas en medio organico van adqunende una gran
importancia como método de obtencién de compuestos homoquirales.

Theil y cols.'**'% describen la esterificacion regioselectiva y enantioselectiva de un
meso-diol para obtener el acetato de (1'R, 4'S)-4"-hidroxi-2-¢iclopentenilo (esquema 16} que
es un paso clave del proceso de sintesis de la prostaglandina E, El rendimiento de esta
reaccion fue de 50-65 % y el exceso enantiomérico (ee) superior al 99 %. La enzima

empleada fue la pancreatina y el agente acilante fue el acetato de tricloroetilo.
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Por su parte Johnson y Bis'®’ obtuvieron rendimientos y excesos enantioméricos

similares empleando la lipasa B de C.antdrctica y el acetato de iso-propenilo como agente

OH OAc
HO HO

Esquema 16: Estenificacion regio- y enantioselectiva de un meso-diol:

acilante.

- L R ichei

IL3.1.- Rhizomucor miehei

Rhizomucor miehei es un hongo ficomiceto que en un principio se incluy6 en el género
Mucor'®. Tras un estudio mas exhaustivo de su estructura y propiedades se observaron
algunas diferencias importantes en cuanto a su morfologia y requerimientos térmicos, por lo
que se reclasifico dentro del género Rhizomucor, que fue definido como taxon por Lucet y
Constantin en 1899'%

Los hongos pertenecientes al género Rhizomucor son termoéfilos. Lindt (1886), Mieche
(1907) y Lucet y Constantin (1900) a principios de siglo, determinaron que la temperatura
éptima para el desarrollo de las cepas de estos hongos es 37-40 °C y su temperatura de
crecimiento se situa desde 22-24 °C hasta 50 °C, muy diferentes de las temperaturas 6ptimas
para el desarrollo de los hongos del género Mucor'®.

Morfologicamente, el género Rhizomucor difiere del género Mucor por la presencia

de estolones y rizoides'”.
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Figura 10: Esquema de la morfologia del hongo Rhizomucor miehei. (a) esporangioforos; (b)
rizoides; (¢) columelas; (d) esporas; (e) zigosporas entre suspensores.

En la Figura 11 se recoge una imagen de microscopio del esporangio globoso de Rh.

miehei, que presenta una columela piriforme y sin apofisis.

Figura 11: Imagen de microscopio del esporangio globoso de Rh.michei'®
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IL3.2.- OBTENCION DE LA LIPASA DE Rhizomucor michei
El hongo ficomiceto Rhizomucor miehei produce una lipasa extracelular (triacilglicerol

acilhidrolasa EC 3.1.1.3.) activa en la hidrélisis de un amplio espectro de lipidos de aceites

y grasas de origen vegetal y/o animal'”.

I1.3.2.a.- Isoenzimas de 1a lipasa de Rhizomucor miehei
En un principio, la lipasa de Rh.miehei se obtuvo por fermentacién de cepas selectas
de dicho hongo'™.

171 se observo la existencia de dos isoenzimas

Tras diversos estudios de purificacién
A y B. Aunque en el sobrenadante de la fermentacion se identificaron ambas isoenzimas, tras
el proceso posterior de purificacion a pH bajo se produce la deglicosilacién de la forma A,
que se transforma en la forma B. Las diferencias detectadas entre ambas formas enzimaticas
son las siguientes'”:
* sus cargas netas son ligeramente diferentes a pH 8
* presentan distinto punto isoeléctnico: pl (A)= 3,9 y pIl (B)= 4,3

* la forma B es mds activa, aunque es menos estable.

Las dos 1soenzimas presentan también una serie de similitudes, ya que a pH 7 alcanzan
ambas su maxima actividad lipasica y son especificas de la posicién 1 de los triglicéndos,
siendo su velocidad de reaccién mayor con monoglicéridos de acidos de cadena larga (12:0,

173

14:0, 16:0, 18:0) que con monoglicéridos con acidos cortos (4:0, 6.0, 8:0) ",

C.2.2.- Obtencion de 1a lipasa de R michei

Como se indicod anteriormente, esta lipasa se obtuvo inicialmente por fermentacion del
hongo Rhizomucor miehei'™. Tras el desarrollo de las técnicas de ingenieria genética la lipasa
de Rh.miehei se obtiene actualmente por técmicas de recombinacién genética, siguiendo la

estrategia que se representa en el esquema 17'7.
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fermentacion hongo Rhizomucor miehei

: !

obtencion lipasa

purificacion lipasa purificacion total mARN
l ltrqnscripcién
inversa
determinacion secuencia AA obtencién cADN
sintesis oligonucledtidos clonacién cADN en E coli
equivalentes {oligoprobes) (genoteca cADN)

™~ -~

Identificacion de clones con cADN
por hibridacién con oligoprobes

plasmido pRML-787

obtencidén molécula
recombinante

l

transformacion en célula
hospedadora de A.oryzae

!

obtencion del clon
y multiplicacién

expresion de la lipasa
de Rh.miehei

Esquema 17: Estrategia de clonaje para obtener la lipasa de Rh.miehei

~ El cADN correspondiente al precursor de la lipasa de Rh.miehei se inserto en un
plasmido de expresion de A.oryzae'”, denominado pRML-787 que presenta un promotor de
A.oryzae o-amilasa, un terminador de A.niger glucoamilasa y un marcador genético de
acetamidasa, que permite el crecimiento de las células en medios donde la unica fuente de

nitrégeno es la acetamida. En la Figura 12 se representa la estructura de la molécula

recombinante obtenida,
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Sali

Figura 12: Molécula recombinante constituida por e! plasmido pRML-787 y el cADN
correspondiente a la lipasa de Rh.miehei. :

Esta molécula recombinante se introdujo en 1a célula hospedadora de A.oryzae por un
proceso de transformacion, obteniéndose un clon de células, productoras de la lipasa de
Rh.miehei. Tras el estudio de las proteinas secretadas por el clon de células se observé que
una gran proporcién correspondia a lipasa de Rh.miehei (IRML). La composicién en
aminoacidos, el peso molecular y la actividad enzimdtica especifica de esta lipasa
recombinante (fRML) resulté ser semejante a la de la lipasa de Rh.miehei obtenida por
fermentacion del hongo (RML). '

El mecanismo de maduracidn de la lipasa de Rh.miehei en las células transformantes
no se conoce, pero se comprobo que el 70% de la lipasa secretada por A.oryzae era
correctamente madura, es decir, habia perdido la secuencia de aminoacidos caracteristica del
precursor; mientras que el restante 30% habia perdido el residuo de serina N-terminal'”.

A partir de la estructura de los dos cADN aislados de esta lipasa® se llegd a la
conclusion de que la lipasa de Rh.miehei es sintetizada como un precursor de 363
aminoacidos (peso molecular de 39.529 D) que presenta una sefial peptidica de 24
aminoactdos y un propéptido de 70 aminoécidos. Tras un proceso de maduracién, todavia
desconocido, la lipasa de Rh.miehei queda constituida por 269 aminoécidos (peso molecular

de 29.472 D) coincidiendo con el estudio de la secuencia de aminoécidos reatizado con la
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lipasa purificada'”’. Esta secuencia de aminoacidos (utilizando la nomenclatura estandar de
tres letras) se representa en la Figura 13, comparandola con la secuencia de nucledtidos del

cADN, correpondiente a la pre-lipasa de Rh.miehei®®
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Secuencia de aminoacidos de la lipasa de RA.miehei y secuencia de nucleotidos

-
-

Los nucleotidos se numeran a partir de la primera base del codon iniciador (ATG) ¥

de su cADN.

Figura 13
los aminoacidos se numeran a partir del primer residuo de la lipasa madura, dando nameros

negativos a los 94 aminoacidos del precursor que se pierden tras la maduracion. Una flecha
indica la posicion del primer aminoacido de la lipasa madura. El aminoacido Met-103 es el
residuo carboxi terminal de una corta lipasa variante del precursor. El pentapéptido donde se

encuentra la triada catalitica estd marcado por un rectangulo
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En la Tabla 3 se muestra la composicion en aminoacidos de la lipasa de Rh.miehei (en
sus formas A (RML-A) y B (RML-B)), deducida a partir de la secuencia de nucledtidos del
correpondiente cADN y de la lipasa secretada por A.oryzae tras el proceso de transformacién

177,36

genética (rRML), que es muy similar para todas ellas

Tabla 3: Compoesicidén en aminodcidos de 1a lipasa de Rh.miehei en sus formas A y B, del
correpondiente cADN y de la lipasa obtenida por tecnicas de clonaje (rfRML).

AMINOQACIDO JF RML-A RML-B ¢ADN rRML
Asp/Asn 28 29 26 29
Thr 26 26 27 25
Ser 29 26 25 24
Glu/Gln 21 23 21 25
Pro 19 14 13 14
Gly 17 21 20 19
Ala 19 19 18 18
CysSH 6 .6 7 g
Val 20 21 21 21
Met 3 1 1 1
Zle 14 16 17 16
Leu 22 22 . 122 22
Tyr 14 15 15 14
Phe 8 10 10 10
Lys 7 8 7 ]
His 5 6 6 6
Trp 3 4 3 4
Arg 10 10 10 10
TOTAL | 27 277 269 273

Por todo ello, se puede concluir que el mecanismo responsable de la maduracién del
precursor de esta lipasa presenta la misma especificidad en Rh.miehei y en A.oryzae™.
Asimismo, el punto isoeléctrico de la lipasa recombinante (fRML) purificada es 4,3, semejante
al de la forma B*
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I1.3.3.- ESTRUCTURA DE LA LIPASA DE Rhizomucor michei

En 1990 Brady y cols.’® cristalizaron la lipasa de Rhizomucor miehei y estudiaron su
estructura mediante la técnica de rayos-X. De esta forma, describieron el modelo atémico
obtenido con una resolucién de 3,1 A (posteriormente refinado hasta 1,9 A). La descripcion
de la estructura de esta lipasa fue completada por Derewenda y cois.'™, los cuales analizaron
la estructura de un complejo enzima-inhibidor, para asi poder estudiar las diferencias
estructurales entre las distintas conformaciones de la lipasa.

Una vez conocida la estructura completa de la lipasa de Rh.miehei se llevaron a cabo
estudios mas profundos acerca del proceso de activacion, simulando el movimiento de la

"tapadera”, elemento caracteristico de las lipasas'”

. Para estos estudios se utilizaron técnicas
de mecanica molecular, con las que se pudo simular el movimiento de la "tapadera” mediante
angulos pseudotorsionales restringidos, en vacio, para simular el medio hidrofébico de la
interfase lipidica o del disolvente organico, con distintos valores de constante dieléctrica.

Estos estudios revelaron algunas similitudes importantes con las serin proteasas, como
son la existencia de una triada catalitica (Ser.. His...Asp) y de una cavidaci oxianidnica en el
que participan los nitrégenos de algunos residuos. Ademas, se descubrnié la existencia de una
estructura o-helicoidal que actia como una "tapadera”, cubriendo la tniada catalitica y que
desempefia un papel fundamental en el proceso de activacion de la lipasa, ya que, cuando la
enzima se encuentra en la interfase oleo-acuosa, fundamental para su activacion, esta
“tapadera” se abre y deja al descubierto una gran zona hidroféba, donde se encuentra el centro
activo de la enzima.

La estructura de la lipasa de Rh.miehei sirvio como base para el estudio estructural de
otras lipasas homologas, toda ellas producidas por hongos. Dichas lipasas son las producidas

por Geotricum candidum, Humicola lanuginosa, Penicilium camembertii y Rhizopus delemar™.
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Figura 14: Estructura de la lipasa de Rhizomucor miehei obtenida del Banco de Datos Protéicos.

I.3.3.a.- Caracteristicas geperales

Lalipasa de Rh.miehei esta constituida por una cadena protéica sencilla compuesta por
269 aminoacidos, con un peso molecular aproximado de 30 kD*®

Brady y cols.* cristalizaron esta lipasa obteniendo cristales con la simetria del grupo
espacial P2,2,2, La celdilla unidad tiene las siguientes dimensiones: a= 71,6 A, b= 75,0 A,
¢= 55,0 A S$i se considera una molécula por celdilla, el volumen especifico es de 2,5 A’ por

dalton.

En el mapa de densidad electréonica de la estructura cnstalina de la lipasa de
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Rh.miehei, realizado por Brady y cols.”* se definieron vagamente dos fragmentos: el
fragmento N-terminal, que comprende los 13 primeros aminoacidos y un largo bucle externo
entre los residuos 36 y 48. Posteriormente, Derewenda y co/s.'” descubrié que la hélice o N-
terminal actia como soporte para la parte distal de la lamina.

Las coordenadas atomicas de ia posicién de cada uno de los aminoacidos de la lipasa
de Rh.miehei, asi como su estructura terciaria fueron depositadas por Brady y cols. en el

Banco de Datos Protéicos™, del cual se ha obtenido 1a siguiente representacién (Figura 14).

I1.3.3.b.- Estructura primaria

En la Tabla 4, publicada por Derewenda y cols.'’® en 1992, se recogen los 269
residuos aminoacidicos de la hpasa de Rh.miehei y su posicion en la cadena polipeptidica.
Ademas, se indican los angulos dihedros del esqueleto protéico, las asignaciones de la
estructura secundaria, obtenidas a través del algoritmo DSSP'®; las asignaciones finales
basadas en los angulos dihedros y en el sistema de enlace por puentes de hidrégeno y, por

ultimo, el grado de exposicion al medio de cada residuo, expresado en A

Tabla 4: Estructura de la lipasa de Rhizomucor miehei. Secuencia de aminoicidos, angulos

dihedros, puentes de hidrogeno, estructura secundaria y grado de accesibilidad de los
aminoacidos al medio.

Dihedral angjes () Main-chain hydrogen bond
Secondary Accemsibility

Residue o v C=l} N structure (A2}
5 U 162 236 N - 82
6 I ~127 127 - - 82
¥ R ~ 150 167 234 N 234 0 £ 18 100
] A -89 145 7 N - 74
9 A -9 148 WAT 232 0 8 15
1 T -B83 163 (13N, 4 N) 13 0 B 71
11 3 -39 —~48 {14 N, 15 N) WAT 93
12 Q . —81 -48 (15 N, 18 N) WAT 141
13 E —64 —40 17N i0 OG1 34
4 I -84 —38 (18 X, 18 O (100, 11 Q) 24
I3 N —61 —48 (19 N, WAT) (11 0,12 Oy i03
it E —67 —47 (19N, 20 N) 120 38
17 L — 64 -~ 30 (21 N, 21 0", WAT) 130 4
18 T -4 -38 (21 N, 22 07, 22 N} 140 a (1) H
19 Y —%0 -52 {23 Ny {150,186 O 51
20 Y —~ 66 —40 (23 N) (15 0,18 0) 12
21 T - 59 - 40 {256 N) (170, 18 0} 0
22 T —-82 —~48 {25 N, 26 N) 180 12
23 L -39 — 80 {WAT, 27 N13-2 A)} 180 3
24 S ~58 —48 (27 07, WAT) 20 0 0
25 A —63 - 46 (28 N, WAT) 210 2
2 N - 60 -29 290N 220 3
n 8 —-68 -18 WAT 23 033 A) 0
28 Y ~83 ~4 30 NH1 250 Ta 11
2 C -84 125 (32N.23N) 28 O . K
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Dihedral angles (°) Main-chain hydrogen bond o
Secondary Accessibility

Residue s ¥ =0 ~ structure (AhH
3 R —83 . -7 BN WAT y 142
3T -17 -15 (37 N, 3700 - ay 53
2 Vv -89 —54 6N 200 ay 0
3 1 -129 113 WAT 20 ] 0
H P -93 10 WAT Yu 12
38 G -52 -38 WAT 0 ay 43
36 A - 68 35 (WAT, WAT} 320 @, 40
37 T —138 168 - 3o A 64
38 W -103 42 WAT WAT a 30
% D -89 70 (31 O’, WAT) - F) 121
0 C -161 181 - - B 27
4l I -81 —47 — (WAT, WAT) ay 145
42 H -93 22 {26 N*, WAT) WAT x a5
4 C —84 -11 47N 40 0%(32 A) ay 0
4 D —83 —26 WAT 44 O ay - 103
45 A —80 . -3% WAT - ay 47
46 T —-118 12 49 N 43 033 A) x 0
47 E —68 -8 WAT 430 ay 115
# D —-90 1 WAT 48 Ot T 83
49 L —85 140 {38 N*, WAT) 480 [ 4

50 Ke -88 119 68 N 88 O 112 »
51 I -13 108 WAT WAT 17
32 1 -75 -43 WAT 660 51

‘33 Ko -174 155 66 N 86 0 B B3
4 T ~131 155 WAT - 24
35 W —137 149 64 N 84 0 24
B s — 140 B4 - WAT 43
5 T -89 153 61 N 82 0 i} 20
3 L -T2 —43 WAT WAT oy 168
I -42 —40 (WAT. WAT) 117 O oy 126
60 Y -103 -2 WAT 117 0% a 100
6L D 55 45 {83 N¥*, WAT) 570 o 7
62 T -9 118 5T N 57 OF ] 9
83 N —114 120 80N WAT 5
64 A —155 189 55 N 550 1
65 N —154 150 78N 780 )
66 vV —120 129 (52 N, 33 N) 53 0 B2 0
87 A -137 155 76 N 760 1
68 R —123 123 50 N 500 26
8 G -107 106 (13N. 4 N) 40 0
W0 D —88 —45 73N WAT ay 87
108 —87 -30 WAT WAT oy 99
2 E —87 -12 {74 07, WAT) - a 58

W K 55 51 17N {68 0. 70 0) Y 100 »
4 T - 138 145 69 N 89 0 2
75 1 - 108 123 138 N 137 G 0
% Y —~102 135 67T N 67 0 6
77 1 - =119 124 41N 139 O £ (3 I\
7% 0V —126 133 65 N 65 O 0
7% F -114 -1m WAT H10 ¢
80 R —87 185 (WAT, WAT) 830 B 14
81 G -85 -186} N* 1! @ 2
82 8 -6t 144 WAT WAT i 19
83 8 -83 ~2 - WAT Vi a9
84 8 —141 69 (87 N. 88 N) 88 07 ] 35
88 1 —56 - 40 89 N WAT 9
8 R —59 —44 (90 X, WAT) WAT#32 A) 142
87 N —88 —-41 8l N 84 0 89
88 W —56 —45 92N 84 0 2(2) 7
88 1 -8l - 52 WAT 850 21
890 A -53 —4) WAT 86 0 78
81 D -7 -4 - 87 O i
82 L -51 130 WAT 88 O 8 a3
3 T -136 136 WAT(34 A} WAT ] 103
® F ) 134 WAT - A 26
8 Vv -135 96 108 N 108 XM & 85
] P -3 128 WAT [} 57
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Dihedral angles (°)

Main-chain hydrogen bend

Secondary Accesaibility
Residue @ v C=0 N structure (AY
97 VvV - 138 182 07 N (07 0 B U 0
98 ] —68 148 WAT WAT B 80
MW Y -9l 119 #202 NH2 105 0O B g
100 P —60 - 44 #202 NH1 ay 103
1 P -62 —~20 WAT 2y &7
102 Vv —129 106 105 Q7 - fi 30
103 S -82 143 - WAT B 125
M G 86 3 WAT - n 82
1056 T —117 148 (99 N, WAT, WAT) 102 0133 A) [ 3
108 Ko -127 144 181 N 18t O* A 90
107 v ~133 162 97T N 970 B 0
108 H -71 129 11N 1790 g 11
109 Ke -53 —-45 113N . 95 0 T8 e
110 G -57 —38 (114 N, WAT, 114 O0) - 25
111 F 70 - 43 115 N 108 O 2
112 L -85 —45 116 N 108 07(3-3 &) 7
113 D —83 — 44 {117 N4(32 &), WAT} 109 O 40
114 s — 587 =51 62 O 110 0 12
1156 Y —62 —47 (118 N, 118 N) 1110 7
118 G - 44 - 50 WAT i120 36
117 E —B80 —38 WAT 113 0%(33 &) 59
118 Y -102 ~17 122 N 1150 B35 4
119 Q@ -38 -57 123N [150 a (3) 57
120 N —b55 —56 WAT WAT 124
121 E - 88 -37 {125 N, 125 O WAT 108
122 L -84 —50 (125 N, 126 N) 1180 (]
123 V -58 —43 127 N 119 0 3
124 A —-82 —40 {128 N, WAT) 120 0 57
125 T —84 —40 129 N 121 0 28
126 v -7 —40 130 N 1220 0
127 L -— 86 -34 131 N 123 ) 29
128 D —a3 —45 132 N 124 O -]
129 Q -T1 —38 133 N 125 0 16
10 F -89 —34 133N 126 0 2]
131 Ke —64 —-37 - 127 0 144 @
132 Q -77 —-30 (WAT, WAT) 128 0 15
133 Y =131 66 136 N {129 0, 130 0} 8 62
i34 P —-80 -1 WAT oy 88
135 8 -84 -12 (WAT, WAT) WAT a 0
138 Y —B3 164 WAT 1330 B 20
137 K= -4 160 73 N 730 Os
138V -115 114 170 N 188 O 0
139 A —118 130 TN 50 0
140V -100 126 172N 170 0 8 (4) o
141 T —143 156 9N 770 1]
142 G =172 146 174 N ! 0
143 H - 1086 144 46N WAT (4]
|FE S 62 —121 147 N 174 O £ 0
145 L -57 -30 (148 N, 149 X)) WAT?33 A) 2y 30
146 G © —58 —35 {150 N, 149 07 143 O ¢
147 G —-70 -39 151 N 144 O 0
148 A —~71 —45 152 N 145 O o
149 T - 67 —36 153 N 145 O 3
150 A - 60 —43 154 N 146 O 0
151 L - 66 —49 155 N 147 0O 3
152 L - 38 - 38 (156 N, WAT) 148 O a (4) 2
153 C -59 —51 147 N 149 0 0
i34 A -6l -39 158 N 150 0 0
155 L ~-67 —42 159 N 151 0 1
156 D -~ 58 - 50 160 N 152 O 12
157 L - 56 —44 (180 N, WAT) 153 0 0
138 Y ~64 -38 (161 N, WAT) 154 O 89
159 Q —68 -37 WAT 155 0 49
1606 R -6l -18 WAT {156 0, 157 0) y 80
161 E 4 74 WAT 158 O a 166
162 E -119 20 — WAT Ye 115
183 G 103 -8 (168 N2, WAT) WAT " 54
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Dihedral angles (°)

Main-chain hydrogen bond

Secondary Accessibility
Residue ¢ v C=() N structure (A%
a4 L —95 121 (WAT, WAT) WAT [ 5
185 S — 145 T =170 (168 N, 189 N) 188 O" B 44
166 8 -84 —-14 WAT WAT o 50
167 S -91 —12 - 185 07 ay 20
188 N -137 18 138 N 165 O n 28
189 L ~124 122 - 165 O 0
170 F —-123 137 140 N 138 O 37
I L ~123 136 196 N 194 O B 15) 1
172 Y -133 125 142 N2(3-3 A) 140 0 6
173 T -124 155 196 N 196 G 0
14 Q —131 130 144 N 142 O 2
175 G 56 35 - 198 O a 0
176 Q —82 136 WAT WAT B 3
177 P -76 182 176 N»3 8 0
178 R -85 144 - 208 O B 3
179V —104 ~37 108 N WAT a 2
18¢ G - 144 -178 218 N WATY33 A) 8 0
181 N -8l —176 {184 N, 185 N) 108 O B w0
182 P -53 ~ 44 (186 N, 188 N*% 57
183 A —82 ~41 (187 N, WAT) - 41
184 F -70 ~37 188 N 181 O 5
185 A —-80 ~40 188 N 181 O 0
188 XN ~62 ~40 (190 N, WAT) 182 O x (5) 84
187 Y -6l ~44 {180 N, 190 O 183 O 40
a8 v -59 ~45 {131 N, 181 0", WAT) 184 O 7
1. T 4 —61 ~43 (182 N, WAT) 185 O 47
0 S -~ 55 ~24 WAT 186 O 85
199 T -77 ~-17 (158 OH) 188 O 4
12 G 74 -4 WAT 188 ¢ ' 45°
(1:~ —-59 127 (WAT, WAT) 191 Ot 8 14
% P —80 118 1M N B 34
MY ~127 103 220 N WAT 10
194 R - 100 109 (173 N, WAT) 197 O 55
199 R -B4 104 222 N 2200 B8 4
198 T —88 134 {175 N, WAT) 1730 1
199 V —-127 13z 224 N 222 0 1
200 N ~98 105 203 N 260 OH 5
2 E 4] =111 (223 N*, WAT) 224 O £ 49
202 R -98 7 h 256 02 a 118
N3 D ~36 117 WAT 200 O B 0
2 -7l ~23 207 N 253 O 2y 35
M5 v -58 ~47 208 N 203 0% ay 0
M P ~-59 -1l (217 N, WAT) ay 1
X7 H —107 14 WAT 204 O o 16
208 L -113 139 178 N 205 O B 36
N9 P -76 161 (178 NH1, WAT) B 1
0 P -5} 143 {213 N, WAT) B 77
21 A —45 —486 WAT WATH3:3 A) ay 69
Ny —58 ~3 WAT WAT g 101
213 F —68 -1 WAT 210 0 ay 87
214 G 114 -2 WAT ~ n 35
215 F -91 187 (WAT. WAT) WATH33 A) B 13
216 L - 158 149 WAT 180 O B 49
217 H -g2 146 240 N 240 0% i 3
218 A -120 170 197 N WATYH33 Ay A 5
219 G 26 140 - 238 O @ 3
20 8 —~RY 199 197 N 185 O ! 1
221 E —82 117 235 N - 4
222 Y - 103 104 199 N 197 O BN 8
223 W -105 115 233 N 233 0 24
224 1 —73 i16 201 N 198 O 0
225 T -105 -17 (WAT. 226 0*'n 231 O n 50
28 D -157 152 231 N 231 O1(3-4 A) 73
2 N ~ 108 —15 WAT?(33 A) - n 57
28 0§ —-144 100 - - & 12
e P ~75 158 231 O7 ) 103
230 E ~58 122 WAT - [ | 5
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Dihedral angles (°) Main-chain hydrogen bond

Secondary Acocessibility
Residue & v Cn N structure (A%
T - ~125 133 225 N 226 O 8!
232 Vv ~127 128 (9 N, WAT) WAT 4
233 Q ~103 130 223 N 223 O B (8 51
234 ¥ ~ 11 124 r 70 )
2 C -104 109 WAT 221 O 1
236 T -70 -15 WAT 50 o 57
237 S —58 139 WAT WAT 50
238 D —78 -5 219§ - ay 85
230 L -114 156 {237 07, WAT) 237 O7 B 48
240 & —55 136 - 217 0 B 36
241 T -125 173 246 N*? WAT B 29
242 8 —08 6 WAT WAT!H33 A} T 86
243 D —93 8 233 N7 610 n B4
244 C —lo% -~ 128 (247 N, 247 0" WAT @ 0
245 S -50 —26 248 N 22) O ay 2
48 N - 86 —17 - WAT Ty 35
47 8 —66 —15 WAT 244 O ay N
248 1 —-98 -5 251 N 245 0O x 28
24 ¥V -87 142 WAT — g 85
250 P —88 19 (252 N. WAT) Ta 25
251 F -9 73 202 NH1 248 O 3 144
252 T —93 174 (WAT. WAT) 250 O B 50
233 8 —134 137 204 N 202 O B 26
254 v -84 —44 257 N #3g 0 50
255 L —82 ~29 258 N #38 O 17
256 D —63 -15 200 N*2 253 07 & (B) 30
- 2571 H -72 -33 (265 07, 143 N*3) 254 0 0
258 L —83 2 {265 N. 264 N'1) 255 O 22
250 8 —147 126 200 N*? - B 48
260 Y -130 125 263 N 263 O g 0
261 F 58 33 WAT WAT a 17
262 G 84 -7 WAT WAT W 62
263 1 -101 133 280 N 260 O B 21
264 N -89 126 WAT WAT B i3
985 T —-121 105 - 258 O 8 0
286 G 128 —23 WAT WAT @ 12
267 L —128 6 (269 N, 264 0" 1) (264 07!, WAT] ™ 90
208 C 51 47 WAT - 2 48
200 T ~p8 4 WAT 267 O a 84

Simbolos: | limina B; | bélice «; — grupo amida o carbonile libre; !-3! grupo amids o carbonilo libre oculte; @
conformacién Ramachandran no permitida; (P puente p; = codo de la hélice; #§ itomos de meléculas con relacién
de simetria

IL.3.3.c.- Estructura secundaria

La lipasa de Rh.miehei esta formada por 269 aminoacidos, de los cuales 130 (48,3 %)

forman parte de ldminas o de hélices y el resto de los residuos (51,7 %) estén situados en las

horquillas 3 y en los largos bucles superficiales.

Fn la Figura 15 aparece una representacion esquematica de la estructura secundana
de la lipasa de Rh.miehei.
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Figura 15: Esquema de la estructura secundaria de la lipasa de Rh.michei

IL3.3.c.1.- Zona central de laminas f
En la Figura 16 aparecen representados los puentes de hidrégeno entre los grupos

peptidicos que forman parte de la zona central de laminas .

ro

Figara 16: Zona central de laminas § de la lipasa de Rh.miehei

La notacion usada para las hebras  (1-8), de la hoja central, sigue la secuencia de
éstas;, excepto para la novena hebra, que se denomina 8.

De las nueve hebras, siete de ellas se disponen en una direccidn y solo dos se colocan
en la direccion opuesta. Ademas, las cinco hebras centrales constituyen una hoja paralela

continua.
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Asimismo, aparecen dos clasicos abombamientos 3, como los descnitos por
Richardson'®', entre un estrecho par de enlaces de hidrégeno sobre un par de hebras
antiparatelas. El pnmero de estos abombamientos aparece en la hebra 1 y en él participa el
residuo Ile-52, el cual presenta una conformacién helicoidal. El segundo abombamiento se
encuentra en un medic estructuralmente semejante, al final de la hebra 7, donde el residuo

Thr-225, adopta una conformacion yg.

I1.3.3.c.2.- Hélices o

Hay cinco hélices o que contienen, al menos, cuatro aminoacidos consecutivos con
conformaci6n . Estos fragmentos son los sigmentes: 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 mas larga (109-132) presenta un pronunciado doblez onginado por el
residuo Val-18, el cual adopta una conformacion y;. Como resultado, se ven afectados tanto
el sistema de puentes de hidrogeno, como los oxigenos de los grupos carbonilo de Gly-116,
Glu-117y Asn-120y los grupos amido de [a cadena principal (Asn-120 y Glu-121), los cuales
participan solamente en los puentes de hidrégeno con moléculas de agua. No se ha encontrado
nada en la secuencia alrededor del doblez que sugiera que este hecho es resultado de la
esteroquimica local. Es posible que el doblez se haya formado al final del proceso de doblaje,
cuando la larga hélice o se une al centro de la molécula.

Ademas, hay regiones muy helicoidales, las cuales no son clasificadas como hélices
continuas debido a sus grandes irregularidades. Los dos fragmentos mas largos de este tipo

se encuentran entre los residuos 41-48 y 242-248,

IL3.3.c.3.- Horquillas § y bucles

El caracter predominantemente paralelo de las laminas B implica que la mayoria de
las conexiones entre las hebras sean del tipo B-o-3 dextrégiras.

Solamente hay tres pares de hebras antiparalelas contiguas que estan unidas por medio
de horquillas f3; estas hebras son las siguientes: 1-2, 2-3 y 7-8.

En la lipasa de Rh.miehei aparecen cuatro largos bucles superficiales, ios cuales no
tienen una estructura secundaria definida. Estos bucles se encuentran entre los siguientes

residuos: del 28 al 49 (es el bucle que conecta 1a hélice N-terminal con la primera hebra de
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la hoja B); del residuo 92 al 108 (conecta la "tapadera" con la hélice 3); del 160 al 168
(conecta la hélice 4 con la hebra 5) y del residuo 201 al 219 (es el bucle que une dos hebras
contiguas {6 y 7)). Todos estos bucles presentan las caracteristicas de los bucles €), definidos
por Leszczynski y Rose'™. Estos bucles estan formados por menos de la cuarta parte de los
residuos de la lipasa (24,1 %), pero ocupan el 32 % del 4rea superficial

Lo mas novedoso de estos bucles se encuentra en el segundo de ellos, entre los
residuos 92 y 108, que conecta el extremo C-termunal de la "tapadera" con la hélice 3. Este
bucle tiene una cabeza retorcida debido a dos prolinas que participan
en un puente antiparalelo entre las posiciones 87 y 107, Este extremo N-terminal interviene
en el reordenamiento conformacional que tiene lugar durante la activacion enzimatica.

También hay dos extensos fragmentos polipeptidicos, cuya ausencia define la pérdida
de la estructura secundaria; dichos fragmentos aparecen entre los residuos 175 a 181 y 236
a 253. El primero de ellos se sitia en el interior de la molécula y conecta la hebra 5 de la
lamina central con la “tapadera"; el segundo fragmento, forma parte de la zona C-terminal y

se sitlia en una zona superficial de la molécula.

I1.3.3.d.- Estructura terciaria

La lipasa de Rh.miehei, segim la clasificaciéon de proteinas en funcién de su estructura

' es una proteina de estructura tipo /B!, en la que se alteman las dos

secundaria
estructuras: fragmentos con estructura de hélice o y con estructura de lamina B. Dichos
fragmentos se disponen de forma que las laminas B se colocan en la zona central hidréfoba
y las hélices o se disponen alrededor protegiendo y estabilizando la estructura protéica.

Las hélices o forman una serie de horquillas, bucles y segmentos helicoidales que
unen o empaquetan la zona central de laminas B'” Todos estos bucles son dextrogiros; con
lo que se crea una situacién poco comin, en la cual la 1amina central es asimétrica, quedando
todos los fragmentos enlazantes (hélices «) localizados en un lado de la hoja.

La zona central de laminas B paralelas, esta formada por 8 hebras y una pequefia
hebra adicional, denominada (8'). Esta zona de laminas B plegadas es muy similar a la de la
carboxipeptidasa A'™, aunque la hebra 7 de 1a lipasa esta en direccién opuesta a la de la

carboxipeptidasa A.

En la lipasa de Rh.miehei, sobre la hoja de laminas P se dobla una hélice a N-
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terminal, que se une a la zona mas distal de la hoja a través de un corto pentapéptido N-
terminal (residuos del 5 al 9), que constituye la pequefia hebra adicional (8°) antes
mencionada'”®. Esta pequefia hebra 8, a su vez, esta unida por puentes de hidrégeno al
extremo C-terminal de la octava hebra grande, en el extremo de la hoja central. Este patron
de plegamiento de la lipasa de Rh.miehei constituye un interesante vinculo evolutivo entre las
proteinas del sistema tipo a/p paralelo y las del tipo barril p.

Un largo bucle superficial (residuos del 80 al 109) conecta el extremo C-terminal de
la hebra 3 con el extremo N-terminal de un largo doblez helicoidal que se dirige hacta la
hebra 4 ®. Este bucle, en principio, se podria clasificar como wn gran bucle Q segin la

definicién clasica, dada por Leszczynski'®,

I1.3.3.d.1.- Puentes disulfuro

El plegamiento de la cadena polipeptidica de la lipasa de Rh.miehei se estabiliza a
través de tres puentes disulfuro: Cys40-Cysd43; Cys29-Cys268 y Cys235-Cys244 **.

Todos estos enlaces son dextrogiros, aunque no pertenecen a ningun patréon estandar
de enganches y espirales dextrégiros'®’.

Estos enlaces disulfuro se colocan en una zona bastante superficial de la molécula,
excepto el enlace Cys235-Cys244 que esta oculto hacia el interior.

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

que, el enlace Cys235-Cys244 es necesario para estabilizar las dos hebras terminales.

I1.3.3.d.2.- Enlaces de las prolinas

En la cadena protéica de esta lipasa aparecen 13 residuos de Prolina, cuatro de los
cuales (los residuos 34, 209, 229 y 250) participan en enlaces cis peptidicos®.

La distribucion de estos cuatro residuos de cis-Prolina en la lipasa de Rh.miehei esta
de acuerdo con esos intermedios de plegamiento deductdos de la localizacién de las moléculas
de agua interﬁas.(ver seccion moléculas de agua intemas). Es bien conocido que Ia
1somenzaciéon de los enlaces imida de la prolina geﬁeran fases lentas de plegamiento. El
pentapéptido 206-210 (que se sitGa al principio del segmento C-termunal, cubriendo el
agrupamiento de 7 moléculas internas de agua) presenta una considerable barrera de energia,

ya que tres de sus residuos son prolinas (206, 209 y 210). De 1a misma forma, la presencia
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del residuo Pro-34 supone un paso limitante de la velocidad de formacién de un bucle,

relativamente rigido, que contiene el puente disulfuro (Cys40-Cys43) y la hélice N-terminal.

I1.3.3.e.- Puentes de hidrdgeno

I1.3.3.e.1.- Puentes de hidrégeno de la cadena principal

En la estructura de la lipasa de Rh.miehei aparecen 190 puentes de hidrogeno del tipo
O(i).. H-N(j), que representan el 70 % del total posible; esta proporciéon es ligeramente
superior que la proporcién del 61 % indicada por Baker y Hubbard'® para 1a mayoria de las
proteinas de estructura globular. Por otra parte, 68 de estos enlaces aparecen en las hélices
oy 66 en puentes paralelos y anti-paralelos. Ademas, 63 (63,4 %)‘de los grupos carbonilos
estan hidratados y los restantes 20 enlaces, que representan el 7,4 %, no pertenecen a ningun
sistema de puentes de hidrogeno. En comparacion, de todos los grupos NH, solamente 46 (17
%) estan hidratados y 20 no participan en puentes de hidrogeno. La proporciéon de grupos CO
y NH no enlazados en la lipasa de Rh.miehei es menor que lo indicado por Baker y
Hubbard'® para proteinas globulares, que era del 11,2 % y 12 % respectivamente.

De los grupos ocultos en el interior de la molécula, solamente 4 grupos carbonilo (CQO)
(residuos 81, 175, 178 y 219) y 2 grupos amino (NH)(residuos 145 y 221) parecen carecer
de cualquier sistema de puente de hidrogeno.

Un total de 39 grupos CO (14,5 %) estan involucrados en puentes de hidrégeno con
atomos de cadenas laterales; 61 (22,7 %) participan en puentes de hidrogeno doblemente
bifurcados y 5 (1,8 %) interaccionan con otros tres grupos donadores; en este ultimo tipo de
enlaces siempre participan moléculas de agua.

Entre los grupo amino peptidicos, 22 (8,2 %) interaccionan con cadenas laterales y
solamente 10 (3,7 %) ferman parte de puentes de hidrégeno bifurcados.

Todos estos datos son bastante semejantes al modelo de proteinas globulares descrito

por Baker y Hubbard'®.

I1.3.3.e.2.- Puentes de hidriogeno de las cadenas laterales y puentes salinos
La estructura secundaria de la lipasa de Rh.miehei se estabiliza a través de una serie
de puentes de hidrégeno y puentes salinos entre los distintos residuos aminoacidicos de la

enzima.
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Los puentes salinos se establecen entre cadenas laterales cargadas, predominantemente
Arg con Glu 0 Asp. Una gran mayoria de estas interacciones aparecen en la superficie de la
proteina; y solamente 3 grupos y dos pares sencillos {Glu221-Ser245 y Tyr28-His143) estan
enterrados. Uno de los tres agrupamientos internos pertenece a la triada catalitica vy otro es

un agrupamiento de tres residuos que se sitia en la interfase de la hélice N-terminal con la

lamina B.

Tabla §: Puentes de hidrégeno y puentes salinos entre ios residuos polares y cargados de Ia
lipasa de Rh.miehei'™.

Argy ! bt 274 = 0 Glul3
N - 25 4 » 0 Glull

(iiuld ot 30 A O Tyr72

| ser2d o7 27 A 0" Ginl74
304 0"  Thridl

Ginl74 O 20 A 0’  Thri4l

E Terzs O 27 4 W Hisidd
sSers6 o’ 2743 O Asné3
Asp8l 0* 27 A N Asn63
Arg68 Nt ”» 29 A = 0% Aqp70

N 28 A 0" Ginl29

AspTO on 274 O Tyri3s
Seril o 30 A 0 G2
Aspi8 0% 1 254 n o G2

Ser74 o 26 45 N'  Lysi37
Sers4 o’ 334 0% Asn87
Ginlsg O 334 0'  Tyr9®

304 0" Tyrls?

Lysieg  N¢ - 27 A » (¥ Agpll3

Aspl56  O% 254 0" Tyrtls

* 334 e+ N Argl60
s 3FLA e N* Argif0

o 303 N Qinile
L e .-
Serldd or K 27 A x N* His257 <
Asp203 o K 28 A k N His257
— 26 A = 0" Tyr260
Serl185 or 324 o Ser167
Ginl 78 Loy 28 3 o7 Thrl73
254 o Tyridh
Argli8 N bk 28 A s 07 Glu240
N2 bl 27 A = O Glu2io
Asn246 N 14 o Gluzso
tilu22l o 26 A o Ser

Stmbelos ** pusate salino; [ grupe intemo de residuos; & residucs catali$cos,
7? enlace incierto eatre dos cadena laterales.
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11.3.3.e.3.- Modificaciones en enlaces de hidrogeno tras la activaciéon enzimatica

En la enzima nativa'®, los residuos del fragmento comprendido entre los restos Ser-82
y Phe-94 participan ‘en puentes de hidrogeno de caracter interno. El grupo hidroxilo de la Ser-
82 esta enlazado por puente de hidrogeno a la amida de la Ser-84. El fragmento C-terminal
de esta region (93-96) es estabilizado por interacciones de los dtomos de Val-95 de la cadena
prncipal: el N con N* de His y el O con N de Lys-109.

Tras la activacién enzimadtica, la "tapadera” gana tres interacciones adicionales con la
zona principal de la molécula de proteina. Asi la Ser-82 es estabilizada, en esta nueva
conformacién por una interaccion de un grupo hidroxilo con O del Asp-91. La cadena lateral
polar de la Asn-87, ahora enterrada bajo la "tapadera”, forma una serie de nuevas
interacciones: el O se enlaza con el N de la amida de Thr-93 y Phe-94, mientras el N*
forma un enlace con el carbonilo de la Tyr-60. El grupo hidroxilo de la Ser-84 forma un
puente de hidrogeno con el O del Asp-61. La zona helicoidal central de la "tapadera” retiene
su integridad estructural, mediante el oxigeno carbonilico de I1-89 formando un puente de
hidrégeno adicional con el hidroxilo de Thr-93, El residuo de Leu-92 se incorpora a la hélice,
mientras que la Thr-93 asume la conformacion 3,,, pasando a ser el ultimo aminoacido de la
hélice. El imidazol de la His-108 cambia el puente de hidrégeno con el nitrogeno peptidico
de la Val-95 por el enlace al oxigeno carbonilico de la Ala-90, con N® involucrado en lugar
de N°.,

IL3.3.f.- Centro activo

El centro catalitico de la lipasa de Rh.miehei esta constituido por tres elementos'’® que
en la Figura 17 se sefialan en la estructura general de esta enzima:

A).- la triada catalitica (Ser.. His...Asp), que es la responsable del ataque nucleofilico

al grupo carbonilo- del enlace éster.

B).- la cavidad oxianidnica, que también aparece en las serinproteasas; y que estabiliza

el intermedio tetraédrico (sustrato-enzima)

C).- la "tapadera" helicoidal, elemento exclusivo de las lipasas que es la responsable

de la activacion interfacial de la enzima cuando se encuentra sobre la interfase oleo-ac
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Figura 17: Localizacion de los residuos de la triada catalitica (Ser-144, His-257 v Asp-203)
y la Ser-32 del hueco oxianiénico, elementos caracteristicos del centro activo de la lipasa de
Rh.miehei.
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11.3.3.1.1.- Triada catalitica

La triada catalitica de la lipasa de Rh.miehei (Ser-144, His-257 y Asp-203) es muy
similar a la de las sérihpmteasas, no solo por los aminoécid;ss que la counstituyen, sino
también por el tipo de enlaces, ya que todos los puentes de hidrogeno identificados en este
sistema son también caracteristicos de esta constelacion en serinproteasas. El N2 de His esta
unido por un puente de hidrogeno al O” de Ser; mientras que, el N> del grupo imidazol esta
unido por otro puente de hidrégeno a uno de los oxigenos carboxilicos del Asp y por fuerzas
de van der Waals al otro oxigeno carboxilico.
‘ El apareamiento Asp-His aparece en varias familias de enzimas (seﬁnproteasas,
esterasas, hidrolasas y oxidorreductasas). La estereoquimica de la pareja Asp-His en la lipasa
de Rh.miehei es muy tipica. E O del residuo Asp-203 forma un enlace de hidrogeno con
el N°' de la His-257 (tipo "sin") y otro con un O" del residuo Tyr-260 (tipo “anti"). La
esteroquimica de estos dos enlaces es muy favorable ¢ indica fuertes interacciones. Por otro
lado, el O® del Asp-203 esta unido por medio de fuerzas de Van der Waals al N*' de 1a His-
257 y al N peptidico de la Val-205.

11.3.3.f.2.- Cavidad oxianiénica

Este es otro elemento comin entre lipasas y serin proteasas. La funcién de dicha
cavidad es estabilizar el intermedio tetraédrico enzima-sustrato (Figura 18) formado durante
la reaccion, en el paso de acilacion y deacilacion'®.

Brady y cols.”® sugirieron que los nitrogenos de los residuos Leu-145 y Gly-146
forman parte de esta cavidad. Pero posteriormente, Brzozowski y cols.”’ y Derewenda y cols.*
revelaron que. la cavidad oxianiénico se forma durante el cambio conformacional, producido
durante la activacién enzimatica, y esta constituido por el enlace peptidico y los grupos
hidroxilo de Ia cadena lateral de Ser-82. Sin embargo, la estructura exacta de esta cavidad
oxianionica es bastante desconocida. Recientemente Norin y cois.”®’ lo analizaron por métodos
de modelizacion molecular por ordenador. Estos estudios sugirieron la existencia de 2
regiones dentro de la cavidad oxianidénica. Una de estas regiones presenta gran afinidad por
grupos alifaticos, y constituye la zona de unidn del sustrato, mientras que la otra zona, situada
en el lado opuesto, es de naturaleza hidrofilica. En esta ultima region se almacenan moléculas

de agua, que son fundamentales para las reacciones de hidrélisis, ya que, el acceso del agua
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a la interfase hidrofoba, donde se sitia la enzima activa, es muy dificil. El estudio del
ntermedio acil-enzima indica que esta region hidrofilica se sitia en una posicion muy

favorable para el ataque nucleofilico del carbono carbonilico reactivo del grupo acilo.
Rydiacilglicerol)

e
Ny Hisy
o AN

Sery, NH -, o "' T {*) rotura de enlace
O e Ci Oy Seru

Sers. OH'/
R(écido graso)

Figura 18: Representacion esquematica del intermedio tetraédnce enzima-sustrato de la lipasa
de Rhizomucor michei”

La lipasa de Rh.miehei es un excelente catalizador para la resolucion racémica de
alcoholes secundarios. Por esta razon Norin'*’ también estudi6 la influencia de la estructura
de la cavidad oxianibénica en la enantioselectividad de la lipasa, ya que dicha estructura
condicionara la disposicion de los enantiomeros en el agujero oxianidnico y la mayor o menor
facilidad  de ataque nucleofilico. Para estos estudios se hicieron simulaciones de dinamica
molecular y minimizacién energética de los modelo de transicion enzima-sustrato, que dieron
una 1dea de la orientacion de la unién de los dos enantiomeros de diferentes sustratos
(hexanoato de (R,S) 1-feniletilo y hexanoato de (R,S) 2-octilo).

En las estructuras de partida, para la modelizacion molecular, los radicales mas
voluminosos de ambos ésteres se colocaron en la misma orientacion. La conformacion final
de minima energia del enantiémero (R) mas reactivo, no era muy diferente de la estructura
micial; los grupos fenilo y hexilo del alcohol liberado estaban perpendiculares al fondo del
centro activo; mientras que, los grupos metilo ocupaban una pequefia cavidad en el centro
activo. En la lipasa de Rh.miehei, esa pequeiia cavidad esta formada por Gly-266 y la cadena
lateral de Tyr-28, His-143, His-257 (componente de la triada catalitica) y Leu-258. El
enantiomero (S), menos reactivo se uni6 de forma distinta al centro activo. En este caso, los
grupos metilo se colocaron perpendiculares al fondo del centro activo (como se colocan los
grupos voluminosos de los enantiomeros (R)) y los grupos fenilo y hexilo se orentaron a lo

largo de la cavidad del centro activo. La epergia de interaccion de los enantidomeros (S) era
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mayot, lo que indica que esos complejos enzima-sustrato etan mas tensos que las de los
enantiémeros (R) mas reactivos. Esta tension era debida a que en el estado de transicion los
grandes grupos del enantiomero (S) menos reactivo interaccionaban muy desfavorablemente
con la enzama.

Ademas, se analizaron los enlaces de hidrogeno formados entre el oxianion del
mtermedio tetraédrico y los grupos amida del esqueleto protéico, que se unen por dos puentes
de hidrogeno. Estos grupos amida se asignan a los residuos Leu-145 y Ser-82. Asimismo, la
cadena lateral de la Serina estd unida por otro puente de hidrégeno a la cadena lateral del

Asp-91 de la "tapadera™.

IL3.3.f.3.- La "tapadera"

Este es un elemento caracteristico de las lipasas. En estas enzimas el centro activo esta
enterrado bajo una corta hélice superficial (residuos del 85 al 91) que se denomina “tapadera”.

El desplazamiento de esta "tapadera” se consideré la base estructural de la activacion
interfacial de las lipasas’® Esta teoria se probo experimentalmente por medio de la
caracterizacion por rayos-X, a una resolucién de 3,0 A, deun complejo de lipasa de Rh.miehei
con el mhibidor p-hexilfosfonato de etilo y por medio del estudio de los cambios
conformacionales observados durante la activacion en el complejo enzima-inhibidor (fosfonato
de p-nitrofenilo), que fueron descritos con una resolucién de 2,6 A*.

En la Figura 19 se indica la disposicion del residuo Arg-86 en 1a conformacion cerrada
de la lipasa de RAh.miehei, componente de la tapadera de esta lipasa y que desempefia un papel
fundamental en la apertura de la tapadera, ya que como se representa en la Figura 19 su
disposicidn- en relaciéon con el esqueleto protéico se modifica por completo al abrirse la
tapadera. La estructura abierta de la lipasa de Rh.miehei (Figura 20) corresponde al complejo

enzima-inhidor (fosfonato de p-nitrofenilo).
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Figura 19: Estructura CERRADA de la lipasa de Rh.miehei. El residuo seialado del centro
activo es Ser-144 y el residuo de la tapadera es Arg-86.
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Figura 20: Estructura ABIERTA de la lipasa de Rh.miehei que corresponde al compiejo
enzima-inhibidor. Los residuos sefialados son Ser-144 del centro activo y Arg-86 de Ia
tapadera..
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Brozozowski y cols.” analizaron el cambio conformacional de la "tapadera" durante
la activacion enzimatica a través del complejo de 1a lipasa con un mhibidor (n-hexilfosfonato
de etilo)n. Este cambio conformacional descrito es un simple y rigido movimiento de la parte
helicoidal (Leu85-Asp91). Este movimiento consiste en la traslaciom de 8 A del centro de
gravedad de la hélice y una rotacion de 167° alrededor de una eje casi paralelo al eje de la
hélice. Existen dos regiones bisagra bien definidas que permiten el movimento de la
"tapadera v que se situan a cada lado: el tripéptido de Ser 82-84 y el tetrapéptido 92-95.
Cuando la "tapadera" helicoidal se enrolla, para abrir el centro activo, su zona hidrofilica, que
en la estructura nativa estaba expuesta al medio externo, queda parctalmente enterrada en una
cavidad polar, previamente rellenada con moléculas de agua bien ordenadas. Al mismo
tiempo, el lado hidrofobo de la tapadera queda completamente expuesto al medio externo,
constituyendo una gran superficie apolar alrededor del centro activo (ver [1.2.4.; Figura 4).
De esta forma, la exposicion de los residuos cataliticos al medio va acompaiiada por un
marcado incremento en la hidrofobicidad de la superficie que le rodea. Asi se explica la
activacion interfacial, por la estabilizacion de esta superficie apolar con la zona lipidica de
la interfase, la cual podria crear una enzima cataliticamente activa, capaz de atacar la

molécula de triglicérido, que se encuentra en la fase lipidica.

En la lipasa de Rh.miehei 1a activacion enzimatica se produce por el desplazamiento
de la "tapadera”, que deja al descubierto el centro catalitico’ y provoca un profundo cambio
en la naturaleza de la superficie de la molécula de la lipasa activa con respecto a la superficie
de la lipasa inactiva, ya que se crea una amplia superficie apolar, la cual estabiliza el contacto
entre la enzima y la interfase lipidica. Al representar la diferencia de area superficial versus
el namero de los residuos (Figura 21) se observa que 12 aminoacidos de naturaleza hidroféba
quedan especialmente expuestos en la superficie de 1a molécula; dichos ammoacidos son: lle-
85, Trp-88, 1le-89, Leu-92, Phe-94, Val-205, Leu-208, Phe-213, Val-254, Leu-255, Leu-258
y Leu-267 %
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Figura 21: Representacion de la diferencia de area superficial respecto al nimero de residuo®.

El fragmento peptidico entre Arg-80 y Val-95 no esta involucrado en ningin enlace
de hidrogeno con otras zonas de la molécula; de esta forma, la "tapadera” interacciona con
el cuerpo principal de la proteina solamente a través de interacciones hidrofébicas'™.

Los estudios llevados a cabo por Derewenda y cols.*”’ indicaron que, tras la activacion,
la lipasa de Rh.miehei se estabiliza por nuevos enlaces de hidrogeno formados entre la cadena
lateral de Asn-87 (residuo de la "tapadera") y Tyr-60 con Asp-61, en la parte de la zona
principal.

La enzima en un medio acuoso se estabiliza adoptando la forma inactiva cerrada,

7%

principalmente por efectos hidrofobicos'”. Por el contrario, en un medio no polar, como una

capa lipidica, la parte hidrofilica de la "tapadera” no podria formar interacciones polares

favorables con el medio. Norin y cols."™

sugieren, a través de un estudio teodrico mediante
dinamica y mecanica molecular, que la enzima se estabiliza en este medio abriendo su
"tapadera" por medio de interacciones electrostaticas entre la "tapadera” y la cavidad polar

de la enzima.
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11.3.3.f.4.- Funcién de los residuos de Arginina en la estabilizacién de la tapadera abierta

Tras diversos estudios de la lipasa de RhA.miehei modificada quimicamente en sus
residuos de Arginina, se comprobé una variacion en la actividad y enantioselectividad de esta
lipasa. Esta modificacién era especialmente significativa cuando el residuo alterado era la
Arg-86. Modificaciones especificas de este residuo por mutaciones confirmaron la importante
funcién de este aminoacido en la actividad enzimatica, El residuo Arg-86 se localiza en la
"tapadera" y participa en varios enlaces de estabilizacién de la conformacion activa de la
enzima. De todos estos datos se dedujo que la exacta posicion de la "tapadera” tiene gran
importancia en la actividad y especificidad de la enzima.

179

Norin y cols.'” utilizaron técnicas de Mecanica Molecular para estudiar la apertura de

la "tapadera” helicoidal de la lipasa de Rh.miehei, considerando los cdlculos en vacio como
un modelo simple del medio hidrofébo. La "tapadera”" se forzé a moverse reversiblemente,
para poder analizar la forma nativa y la forma activa de la lipasa. La razoén de por qué
diferentes simulaciones de mecénica 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 cerrada} o con Asp-91 (en la forma abierta o activa); en este itimo
estado el residuo de Arg-86 se sitia proximo a la superficie, mientras que el residuo Asp-91
queda enterrado en una cavidad polar,

Estudios mas profundos del papel que desempefian los residuos de Arginina en el

proceso de activacion de la lipasa de Rh.miehei, fueron lievados a cabo por Holmaquist y

188 . . - - o . P
cols.”™. Estos investigadores modificaron especificamente los residuos de arginina por

reaccion quimica con los inhibidores: 1,2-ciclohexanodiona y fenilglioxal. La enzima
modificada presentaba una significante pérdida de actividad (66 %), con tributirina como
sustrato. A continuacién, se analizé el grado de medificacion de las argininas; Arg-86 fue el
residuo que se modificd en mayor grado (85%}); Arg-30, Arg-68 y Arg-160 se modificaron
en menor grado ({ 70 %) y Arg-7, Arg-80, Arg-178, Arg-196, Arg-197 y Arg-202 no se

modificaron.

En la Figura 22 se muestra la disposicion de los residuos de Arginina en la estructura

general de la lipasa de Rh.miehei.
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Figura 22: Localizacion de los residuos de ARGININA en la estructura de la lipasa de
Rh.miehei.
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A la vista de todos estos resultados, se muto especificamente {a Arg-86 por guanidina
y se observd una significativa disminucidon de la estabilidad del conférmero abierto. La
guanidina es estructuralmente semejante a la cadena lateral de Arginina, por tanto podra
competir con Arg-86 en el lugar de enlace. De esta forma, la "tapadera” no podra llegar a
estar en su posicion abierta adecuada, con lo que dismmuira la actividad enzimatica y se
alterara su enantioselectividad. Todos estos datos confirmaron la tmportante funcion que
desempefia la Arg-86 en la mhibicion de la lipasa de Rh.miehei.

Los residuos Arg-30 y Arg-80 estian localizadas en una region de la hpasa, donde
mteracciona la zona polar de la "tapadera” con la superficie protéica en la conformacion
abierta. Por tanto, la modificacion de estos dos residuos afectara a la conformacion activa de
la enzima.

Por su parte, los restduos Arg-68 y Arg-160 estan mas alejadas de la "tapadera” y del
centro activo de la enzima, por tanto, su modificacion apenas afectara a la actividad
enzimatica.

Ademas, las modificaciones de la Arg-86 pueden también alterar la enantioselectividad
de esta lipasa. Este hecho fue analizado por Holmquist y cofs.'™ en reacciones de hidrélisis
ésteres alifaticos (2-metildecanoato de 1-heptilo) v de ésteres de alcoholes aromaticos o
alifaticos (2-metildecanoato de fenilo) en ciclohexano. La lipasa de Rh.miehei nativa hidroliza
preferentemente el enantiomero S (E = 8,5) del éster del alcohol alifatico, por el contrario, con
el éster del alcohol aromatico es R-enantioselectiva (Ex= 2,9). La modificacién quimica del
residuo de Arg-86 altera la enantioselectividad de una reaccion u otra en funcién del agente
quimico utilizado. Asi, al modificar la enzima con 1.2-ciclohexanodiona se modifica la
enantioselectividad de la reaccion con el éster aromatico (Ez= 2,0); por el contarrio s1 la
modificacion quimica se realiza con fenilglioxal se altera la enantioselectividad para el éster
alifatico (Eg= 2,5).

St la modificacién enzimatica se realiza por mutacién de la Arginina por guanidina,
disminuye la enantioselectividad de la reaccion con el éster alifatico (E¢= 1,9) y aumenta la
enantioselectividad en la otra hidrolisis (Eg= 4,4) con el éster aromatico. Todos estos
resultados indican que la presencia de guanidina y el tratamiento con 1,2-ciclohexanodiona
o con fenilghoxal originan diferentes conformaciones del centro activo de la lipasa de

Rh.miehei.
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La significativa alteracion de la enantioselectividad de ambas reacciones, como
resultado de la mutacion con guamdina, sugilere que la cadena lateral polar de Arg-86
participa en la colocacién adecuada de la "tapadera” en la conformacién activa de la lipasa.

Por el contrario, en la reaccién de sintesis del éster alifdtico en ciclohexano las
modificaciones quimicas o por mutacion de la Arg-86 no alteran ia enantioselectividad de la
reaccion,

A la vista de estos resultados se llegd a la conclusion de que en un medio orgénico
la contribucion de las interacciones electrostaticas para mantener la "tapadera” abierta son mas
importantes que la contribucidn de Arg-86; por esta razdn, la modificacion de dicho residuo
no altera la correcta colocacion de la “tapadera" ni la enantioselectividad de la enzama. Por
el contrario, en agua, estas interacciones electrostaticas son mucho mas débiles y la
estabilidad de 12 conformacion activa depende en mayor grado de las mteracciones del residuo
de Arg-86; por tanto, cualquier modificacion en dicho residuo, altera la estabilidad de la

"tapadera" abierta, y por tanto, la enantioselectividad de la lipasa de Rh.miehei.

IL3.3.g.- Moléculas de agua

En total se han identificado, dentro de la estructura cristalizada de lallipasa de
Rh.miehei, 230 moléculas de agua, de las cuales 12 tiene un inequivoco caracter interno'’.

197 moléculas (86 %) estan umidas directamente con la proteina por enlaces de
hidrogeno: 14 de ellas forman 4 enlaces de hidréogeno con atomos de la proteina (su factor
de temperatura isotropica media (B) es 24,5 A% 1o cual refleja, como era de esperar, su
reductda movilidad). Un total de 27 moléculas de agua forman 3 enlaces de hidrogeno (B
medio= 29,8 A?), 52 moléculas forman 2 enlaces de hidrégeno (B medio= 37,3 A®) y 104
moléculas forman un solo enlace de hidrogeno con la proteina (B medio= 45,6 A’).

De las restantes 33 moléculas de agua; 30 estan unidas a otras moléculas de agua y
las otras 3 no estan unidas a ningin atomo. Todas estas moléculas se han caracterizado por
técnicas de densidad electrénica difusa y factores de alta temperatura.

La gran mayoria de los agruparmentos de moléculas de agua se colocan alrededor de
los restduos polares y/o cargados de la superfice formando una intrincada red de enlaces de
hidrégeno que interconecta los aminoacidos y sus agrupamientos.

Una gran proporcion de moléculas de agua estan asociadas a agrupamientos poiares.
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En la Tabla 7 aparece un listado de las moléculas de agua y sus enlaces e interacciones con

los distintos aminoacidos. Esta distribucion es caracteristica de proteinas globulares.

Tabla 7: Moléculas internas de agua: enlaces de hidrégeno, enlaces por fuerzas de Van der
Waals y asignacion de los atomos de hidrogeno.
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En la lipasa de Rh.miehei, ademas de estas caracteristicas tipicas, aparecen moléculas
de agua encerradas en el interior de la proteina, formando una profunda depresion llena de
moléculas de agua, adyacente al centro activo. Esta depresidn constituye un espacio
altemnativo para la "tapadera", durante la activacion enzimatica pues puede interaccionar con

ellos o con el microentorno hidrofilo que rodea a la proteina.

I1.3.3.g.1.- Localizacion de las moléculas internas de agua y su implicaciéon en o

proceso de plegamiento molecular

Muchas proteinas contienen moléculas de agua internas, unidas fuertemente a cadenas
laterales polares o a la cadena principal. Estas moléculas suelen quedar atrapadas en el interior
durante el proceso de plegamiento de la cadena protéica y se convierten en parte de la
arquitectura molecular de la proteina. Estudios de resonancia magnética nuclear de alta
resolucion indican-que estas moléculas estan en idéntica situacion en la estructura cristalizada
y en disolucion, lo que indica que no se intercambian con el medio.

Lalipasa de Rh.miehei no es una excepcion y contiene una serie de moléculas de agua
estrictamente internas, ocultas bajo los bucles de la cadena principal. El agrupamiento mas
grande (formado por 7 moléculas de agua) se sitiia en el lado proximal de la zona central de
laminas 3, justo debajo del segmento C-terminal de la hebra 8, del siguiente giro y del
oligopéptido C-terminal (del residuo 231 en adelante). Las moléculas de agua estén agrupadas
en tres grupos de dos moléculas cada uno y un grupo de una sola molécula

I.as moléculas de agua, denominadas W5 y W6 constituyen un agrupamiento que se
situa en el centro de la interfase formada por el lado distal de la lamina B y la hélice N-
terminal.

El agua W91, situada al final del fragmento C-terminal de la misma hélice, también
forma parte de la interfase.

El agua W264 esta enterrada bajo el largo bucle que hay entre la hélice N-terminal
y la primera hebra de la lamina B (residuos del 27 al 49). Esta molécula esta estabilizada por
un poco comim puente de hidrogeno con el atomo de azufre del residuo Met-65.

Cualquier cambio en alguna de estas moléculas de agua requeriria un desplegamiento
parcial de la proteina. En algan caso, seria necesario un “ablandamiento® del segmento C-

terminal, en otros casos, se tendria que producir un disociacién temporat del extremo N-
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terminal de la hélice « con la lamina [3.

Algunas evidencias experimentales apuntan hacia la teoria de la existencia de
intermedios de plegamiento, en los cuales se forman algunos elementos de estructura
secundaria, previos al plegamiento final de la estructura terciaria de la proteina. La
distribucion de las moléculas internas de agua, junto con la localizacion de los residuos de
prolina y los puentes bisulfuro, parece sugerir que las hebras 1-6, junto con los bucles de
interconexion podrian plegarse primero con el extremo C-terminal; seguido de una fase lenta
durante la cual la hélice N-terminal queda anclada sobre la hoja completa, permitiendo a los
residuos del 5 al 8 unirse de forma antiparalela a la hebra 8.

Por otro lado hay que destacar la localizacion de la molécula de agua W27, que ocupa
el lugar de unién del sustrato, o mas precisamente, el agujero oxianidnico. Esta molécula dona
un proton al oxigeno del grupo hidroxilo de la Serina activa y acepta dos enlaces de

hidrogeno de los grupos amida de Ser-82 y Leu-145 de la cadena principal.

11.3.3.g.2.- Depresidn hidrofilica adyacente a la tapadera.

Con frecuencia, en la superficie de las proteinas globulares aparecen pequefias
depresiones ocupadas por moléculas ordenadas de disolvente. En el caso de la lipasa de
Rh.miehei, esta caracteristica tiene una gran importancia, ya que esta depresion superficial
parece ser la posicion alternativa de la "tapadera” durante la activacién de la lipasa o apertura
del centro activo por desplazamiento de dicha tapadera'”™.

3 fragmentos de la cadena polipeptidica rodean esta depresion de 13 A de profundidad:
el fragmento entre los residuos 59 y 61 ( parte de la conexién entre las hebras 1 y 2); el final
de la zona N-terminal de la hélice 3 (residuos del 108 al 113) y la zona polar de la "tapadera.
Uno de los puentes salinos superficiales (Asp61-Arg80) se sitia en la penfena de esta
cavidad. El fondo de la hendidura esta ocupada por residuos polares: Thr-149 (en el punto
mas profundo), Thr-62, Ser-114, Ser-82 y His-108. Ademas hay 12 moléculas de agua unidas

directamente a los dtomos de la proteina y 13 moléculas unidas a la capa secundarna.
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I1.3.3.h.- Localizacion de los residuos de Lisina.

Uno de los objetivos de la presente Tesis Doctoral fue la inmovilizacién de la lipasa
de Rh.miehei por enlace covalente con un soporte de silice, punto que sera tratado en
profundidad en las secciones sigmentes de esta Memoria. Sin embargo, dentro del estudio de
la estructura de la lipasa de Rh.miehei es importante analizar la localizacién de los resiudos
de lisina, ya que el enlace covalente entre la enzima y el soporte se realiza a través del grupo
amino de estos residuos.

La lipasa de Rh.miehei presenta 7 residuos de lisina (Lys-50, 53, 73, 106, 109, 131 y
137) y como se observa en la Figura 23, todas ellas se sitian muy expuestas al medio.
Ademas, se encuentran suficientemente separadas del centro activo y de la tapadera, como
para no mterferir en los cambios estructurales de la proteina durante el proceso de activacion
enzimatica y no obstaculizar el acceso de los sustratos hasta el centro activo. Por tanto, se
puede considerar viable la inmovilizacion de la lipasa de Rh.miehei a través de los residuos

de lisina.

IL3.3.i.- Relacion entre el mecanismo de acciéon y Ia estructura de la lipasa de Rh.michei
Tras el analisis estructural de la lipasa de Rh. miehei’® se llegd a la conclusion de que

el mecanismo de accidon de la lipasa se desarrolla en dos fases. Primero, se desplaza la
"tapadera”, posiblemente a través de una activacion interfacial;, y a continuacién, el enlace
¢ster se hidroliza por medio de un mecanismo muy similar al de las serin proteasas.

El desplazamiento de la "tapadera", en respuesta a la adsorcion de la lipasa a la
interfase aceite-agua, es considerado como la base estructural para el proceso de activacion
interfacial.

Las consecuencias funcionales de los cambios estructurales de las lipasas son los
siguientes*®

a).- la accesibilidad del sustrato hasta el centro activo de la enzima es mayor, ya que
éste, antes del cambio estructural estaba enterrado.

b) .- se crea una extensa superficie hidrofoba alrededor del acceso al centro activo.
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Figura 23: Localizacion de los residuos de LISINA en la lipasa de Rh.miehei.
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11.4.- INMOVILIZACION DE ENZIMAS
11.4.1.- DEFINICION

La inmovilizacién de enzimas fue definida en la 1* Conferencia sobre Ingenieria
Enzimitica'® como el proceso por el cual se confina o localiza a la enzima en una regién
definida de! espacio, para dar lugar a formas insolubles que retienen su actividad catalitica
y permiten ser reutilizadas repetidamente.

Esta definicién fue posteriormente ampliada indicando que la inmovilizacion es el
proceso por el cual se restringen, completa o parcialmente, los grados de libertad de

movimiento de enzimas, organulos, células, etc. por su unién a ua soporte™".

I1.4.2.- VENTAJAS DE LA INMOVILIZACION
La inmovilizacidn de enzimas presenta una serie de ventajas entre las que destaca el
aumento de la estabilidad del biocatalizador. Ademas se pueden citar una sene de ventajas

desde el punto de vista bioquimico e industnial.

11.4.2.a.- Aumento de la estabilidad enzimatica.

El incremento de la estabilidad de las enzimas observado tras el proceso de
inmovilizacion se debe fundamentalmente a:

a).- La restriccion de los cambios conformacionales de 1a enzima, por la existencia de

uniones multipuntuales enzima-soporte'”?

. Estas uniones confieren mayor rigidez a la enzima.
De esta forma, la enzima se hace mas resistente a las desactivaciones térmica y quimica, las

cuales implican un cambio conformacional del ststema.

b).- Alteracion del microentomo de la enzima,

Esta alteracion es consecuencia de las interacciones enzima-soporte'”. La presencia
de un minimo porcentaje de agua favorece'”: la estabilidad del derivado enzimitico, la
transferencia de masa de los sustratos hidrofobos hacia el centroa activo y los procesos de
sintesis, respecto de los de hidrélisis. Esta minima cantidad de agua, localizada en el
microentomo del centro activo, viene regulada, en las enzimas inmovilizadas, por un
parametro denominado acuofilia del soporte, tal y como se comento en la seccion [1.2.6.¢.3.

Cuanto mayor es la acuofilia de un soporte, mas agua absorbera este, retirandola por
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tanto del centro activo de la enzima en aquellos medios con baja concentracion de agua, lo
cual hace que no se pueda adquinr la conformacion activa, disminuyendo asi la eficacia del
biocatalizador. Asi pues hay que considerar que el soporte no es del todo inerte, sino que

juega un papel muy importante en la actividad de la enzima inmovilizada.

1L.4.2.b.- Ventajas desde el punto de vista industrial

La utilizacion de enzimas mmovilizadas a nivel industrial presenta una serie de
ventajas afiadidas:
a).- Disminucion de los costes del proceso industrial, ya que es posible la reutilizacion

del catalizadot enzimatico.

b).- Aumento del control del proceso, por lo gque se puede optimizar el rendirmento
de producto final y su calidad, debido a que la enzima se separa facilmente del

producto.

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

facilmente automatizables y requieren menos mano de obra que los procesos

discontinuos.

Con la aparicion de los denvados inmovilizados se han podido solventar una serie de
mconvenientes y aclarar algunas propiedades que presentan los sitemas protéicos in vivo, y

que dificilmente podrian ser simulados en soluciones homogéneas'™*.

a).- Se pueden prevenir las interacciones proteina-proteina que conducen a
agregaciones o a autolisis, lo cual a menudo produce efectos indeseables'’"” | ya que
al fijar una proteina a un soporte, se impiden los movimientos translocacionales y
rotacionales, incluso si esta atrapada en un gel'. Esto es factible siempre y cuando
el soporte no esté completamente recubierto de moléculas de enzima'”.

b).- Se evitan posibles cambios conformacionales, que podrian provocar la alteracién,

o incluso desaparicion, de algunas funciones biologicas de la enzima. Este hecho
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resulta de gran utilidad para el estudio de las relaciones estructura-actividad de las

proteinas®”.

¢).- En el caso de tener moléculas de diferente naturaleza (hidrofdbicas, con carga, etc)
co-inmovilizadas con la enzima, el microentorno puede ser manipulado para simular
situaciones que se producen in vivo. Esto también puede conseguirse vartando la

naturaleza del soporte™.

d).- Se pueden crear sistemas estructuralmente asimétricos’, en los cuales la
concentracion de las moléculas de enzima no sea uniforme en todo el volumen, lo cual

puede simular los modelos cinéticos de sistemas de membranas.

I1.4.3.- INCONVENIENTES DE LA INMOVILIZACION

A pesar de todas estas ventajas la inmovilizacién de enzimas presenta una serie de
inconvenientes?*:
a).- Se produce la alteracion de la conformacion de la enzima respecto de su estado

nativo.

b).- El sistema enzima-soporte es heterogéneo, ya que pueden existir diferentes

fracciones de proteina inmovilizadas con un diferente namero de uniones al soporte.

¢).- Es posible que la enzima pierda total o parcialmente su actividad durante el

proceso de inmovilizacion.

d).- Inicialmente aumenta el coste del proceso porque hay que afiadir el procedimiento

de mmovilizaci6n,
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I1.4.4.- METODOS DE INMOVILIZACION

Aunque existen numerosos métodos de inmowilizacion, cada uno de los cuales presenta
un diferente grado de complejidad v eficacia, ninguno de ellos reune todas las ventajas de la
inmovilizacion. Por esta razon es interesante analizar los métodos disponibles v compararlos,
ya que la actividad, estabilidad y facilidad de manejo del biocatalizador puede vanar
enormemente segun el método empleado.

Las lipasas han sido mnmovilizadas siguiendo numerosos métodos, pero presentan la
dificultad adicional de su bajo nivel de pureza y la presencia de moléculas de hidratos de
carbono en su estructura, cuyos grupos hidroxilo pueden competir con los grupos amino de
los residuos de lisina de la proteina para unirse al soporte, cuando se pretende llevar a cabo

la mmovilizacion por dichos residuos.

I1.4.4.a.- Clasificacion de los métodos de inmovilizacién

Los métodos de inmovilizacién se pueden clasificar en dos grandes categorias'®*:

A) Métodos fisicos :
La enzima no sufre modificaciones estructurales ya que queda retenida fisicamente por
la estructura del soporte.
* Atrapamiento en una matriz,
* Inclusiéon en membranas:
—» microencapsulacion

—» reactores de membrana

B) Métodos quimicos:;
La enztma se une al soporte por una unioén quimica.
* Entrecruzamiento.
* Union a soportes:
—» adsorcion 10nica

—» unidn covalente

En el Esquema 18 se representan los diferentes métodos de inmovilizacion enzimatica
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Esquema 18: Principales métodos de inmovilizacion de enzimas.

11.4.4.b.- Tipo de soportes
Una gran variedad de materiales naturales o sintéticos, organicos € inorganicos se han
empleado como soportes para inmovilizar enzimas. Estos materiales difieren entre si por su

tamafio, densidad, porosidad y forma, aunque generalmente suelen ser cilindros, hojas, fibras

y mas frecuentemente esferas.
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La eleccion del tipo de soporte depende fundamentalmente de la aplicacion industnial
posterior de la enzima mmovilizada. Algunas de las caracteristicas que se tienen en
consideracion acerca de la naturaleza del soporte son™™*:

- Resistencia mecanica.

- Resistencia a la contaminacién microbiana.
- Funcionalizacion quimica.

- Facitidad de regeneracion.

- Estabilidad térmica.

- Estabilidad frente agentes quimicos.

- Caracter hidrofilico/hidrofébico.

- Capacidad de carga de enzima.

- Coste del soporte.

Sin embargo, ninguna sustancia presenta todas estas propiedades juntas y en un grado
adecuado; por esta razon, se han empleado una gran variedad de soportes, los cuales pueden
clasificarse en dos grandes grupos, en funcién de su naturaleza: soportes organicos (proteinas
fibrosas como colageno y queratina; polimeros sintéticos como acrilamida, alcohol
polivinilico, hidrogeles, resinas fenodlicas, etc.) y soportes inorganicos (silice, bolas de vidno,

alimina, oxidos de titanio, etc.)

IL4.4.c.- Factores a considerar en el proceso de inmovilizacién,

Debido a que no existe un método "perfecto” de inmovilizacion se deben analizar una
serie de factores del biocatalizador para determinar si la estrategia seguida es adecuada™.
Dichos factores son los siguientes:

- Actividad enzimatica.

- Efectividad de la unilizacion de la enzima.

- Desactivacion y caracteristicas de regeneracion,

- Coste del proceso de inmovilizacion.

- Toxacidad de los agentes empleados en el proceso de mmovilizacion.

- Propiedades finales deseadas en el derivado inmovilizado.

- Reaccién a la que se aplicara el derivado inmovilizado.
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11.4.4.d.- Comparacién de los diferentes métodos de inmovilizaciéon

En la Tabla 8 se resumen y comparan las carateristicas generales de los diversos

métodos de inmovilizacién.

Tabla 8:Comparacidn de los diferentes metodos de inmovilizacion

METODO Inclusion en Atrapa- Entrecru- Adsorcion Union
membranas miento Zamiento quimica covalente
Preparacion Media Dificil Media Sencilla Dhficil
Fuerza de unidn Débil Media Media-deti] Media Fuerte
Actividad Media- Baja Baja Media Alta
enzimatica alta
Regeneracion Posible Imposible Imposible Posible Difieil
soporte
Coste proceso Medio- Medio Medio Bajo Alto
alto
Estabilidad Media Alta Alta Baja Media-
alta
Validez General General Limitada General Limitada
Proteccion No
frente ataques Si 5i 51 No

microbianos

A continuacion, se analizaran en profundidad los métodos quimicos de inmovilizacion

(adsorcién idnica y unidn covalente) ya que en la presente Tesis Doctoral se inmovilizo la

lipasa de Rh.miehei por union covalente sobre silice y se estudio el derivado comercial de esta

lipasa (Lipozyme® IM20), inmovilizada por adsorcion sobre una resina de intercambio

anidnico.
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I1.4.5.- INMOVILIZACION POR ADSORCION IONICA

Este ha sido el método mas utilizado para inmovilizar lipasas. Este método se basa en
la union de la enzima a un soporte sin funcionalizar por medio de puentes de hidrogeno,
fuerzas de Van der Waals e interacciones 16nicas.

El proceso de adsorcion se realiza en dos fases: en la primera se produce la difusion
de la enzima hacia el soporte y en la segunda se une la enzima a los centros capacitados de
la superficie del soporte. Estas dos fases estan controladas por la carga externa de la proteina
y del soporte, siendo el paso de unién mucho mas rapido que el paso de difusion®""?".
Mediante esta metodologia se han inmovilizado sobre Celite la lipasa de Aspergilius

niger’'®, Rhizomucor miehei’'' | la lipasa de Geotrichum candidum®" sobre alumina y la lipasa

de pancreas porcino®"’ sobre vidrio poroso.

Una variante de la inmowvilizacion por adsorcidon consiste en emplear_resinas de

intercambio_ionico, que contienen grupos funcionales y contraiones moviles. Estos

contraiones pueden ser intercambiados reversiblemente por otros iones que presenten la misma
carga sin que se produzcan cambios en la matriz msoluble. Siguiendo este procedimiento se

han inmovilizado la lipasa de C.rugosa sobre Duolite y Amberlite*"* v la lipasa de Rh.miehei

215 216217

en Duolite™ y otras resinas macroporosas

En la presente Tesis Doctoral se ha empleado la lipasa de Rh.miehei mmovilizada
sobre Duolite v comecializada por el laboratorio Novo-Nordisk con la denominacion de
Lipozyme® IM20. Las caracteristicas técnicas de este derivado inmovilizado se recogen en la

seccion Experimental.

11.4.6.- INMOVILIZACION POR UNION COVALENTE

Esta metodologia se basa en la activacion previa de determinados grupos quimicos del
soporte para que reaccionen con grupos nuclteofilos de la proteina. Los grupos funcionales de
las proteinas implicados con mayor frecuencia en la union con el soporte son los grupos &-
amino de los residuos de lisina y los grupos carboxilato de los residuos aspartato y glutamato,
todos ellos situados hacia el exterior de la superficie protéica. Dado que en la presente Tesis
Doctoral se sigui¢ esta metodologia para inmovilizar la lipasa de Rh.miehei se analizo la

localizacion de los residuos de lisina en el esqueleto protéico (ver I1.3.3.h,)
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El proceso de activacion del soporte se lleva a cabo en condiciones drasticas,
incompatibles con la estabilidad de la enzima, por lo que este método requiere dos pasos:
activacién previa del soporte y posterior inmovilizacién de la enzima, que debe realizarse

inmediatamente, ya que las formas activadas de los soportes suelen ser muy inestables.

I1.4.6.a.- Funcionalizacidn del soporte

La funcionalizacion del soporte se puede llevar a cabo siguiendo diversos métodos.
La eleccién de la metodologia a seguir estd en funcién del tipo de soporte y la naturaleza de
la enzima que se vaya a inmovilizar a continuacién. Los métodos de funcionalizacion mas
empleados en la inmovilizacion de lipasas son los siguientes:

* via aminosilano.

* via bromociandgeno

* vig carbodiimida

* via glicidol

* via 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina (TCT)

Este es el método seguido para activar el soporte (silice) sobre el que se mmovilizo
la lipasa de Rh.miehei en la presente Tesis Doctoral.

Este método permite la activacion de polisacaridos en general utilizando 2,4 ,6-tricloro-
1,3,5-triazina y fue descrito originariamente por Kay y Crook®®. En este proceso de activacion
el soporte puede reaccionar mediante uno o dos grupos con el agente activante (generalmente
cuanto mayor es el tiempo de reaccion mas moléculas de TCT reaccionan con los grupos del
soporte), obteniéndose de este modo una activacion completamente irreversible. Siguiendo este

método se ha inmovilizado también la lipasa de C.cylindracea®”.
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IL.5.- ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINEs)

[1.5.1.- PATOLOGIA DE LA INFLAMACION

La patologia producida por la inflamacion tiene una gran incidencia a nivel mundial
debido a su implicacion en numerosas enfermedades como: la artritis reumatoide, la
dismenorrea, la osteoartritis y otros proceos reumaticos agudos y/o cronicos, lo cual ha
potenciado el estudio de farmacos eficaces para mitigar el proceso de la inflamacion.

La inflamacién es un mecanismo de defensa del organismo frente a lesiones tisulares
causadas por traumatismos, productos quimicos, etc. durante la cual se liberan gran cantidad
de sustancias que provocan una serie de procesos de defensa en el organismo®”’:

a).- vasodilatacion local con aumento del flujo sanguineo en la zona.

b).- aumento de la permeabilidad de los capilares, con lo que se produce la fuga de

grandes cantidades de liqudo hacia los espacios intersticiales

¢).- coagulacion de liqudo en estos espacios debido al exceso de fibrindgeno y otras

proteinas que salen de los capilares.

d).- tumefaccion celular.

e).- infiltracién celular y fagocitosis.

f).- proliferacién de fibroblastos y sintesis de tejido conjuntivo que actian reparando

la lesion que se ha producido.

Las sustancias liberadas durante el proceso inflamatorio se clasifican en dos grupos:
histamina y eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos y leucotrienos).

Los eicosanoides constituyen un conjunto de sustancias procedentes de acidos grasos
poliinsaturados de 20 carbonos, en especial del acido araquidonico que es el precursor mas
importante de los mediadores celulares que intervienen en el proceso inflamatorio. En el
Esquema 19 aparece el proceso de transformacton del acido araquidénico en prostaglandinas,
prostactclinas y tromboxanos por accion de la ciclooxigenasa y en leucotrienos por accion de

la lipooxigenasa.
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FOSFOLIPIDOS

i Fosfolipasa A

Acido Araquidbnico
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Esquema 19: Cascada del acido araquidonico.

11.5.2.- FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEQS (AINEs

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son un conjunto de farmacos analgésicos

que poseen actividad antitérmica y antiinflamatoria. Se denominan no esteroideos para
diferenciarios de los corticoides con actividad antiinflamatoria.

La eficacia relativa de cada uno puede ser diferente para cada accion; de ahi que su
utilizacién en una determinada indicacidn terapéutica dependera de su grado de eficacia y de
su grado de toxicidad.

Todos los AINEs actian sobre el proceso inflamatorio inhibiendo la sintesis de
prostaglandinas mediante la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa (esquema 19), aunque el
grado de actividad antiinflamatoria varia de unos AINEs a otros. Smm embargo, no hay
estudios que relacionen el grado de inhibicion de la ciclooxigenasa con la eficacia

antiinflamatoria en pacientes individuales®'**

1L5.2.a.- Evolucion historica

La primera terapia utilizada para el tratamiento de la artritis reumatoide se basaba en

el empleo de corticoesteroides. No obstante, debido al caracter crénico de esta enfermedad,
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el tratamiento prolongado con estos farmacos produjo la aparicion de numerosos e importantes
efectos secundarios. Por esta razon, durante los afios cincuenta el departamento de
investig:;icién de la compaiiia Boots Pharmaceutical comenzo a trabajar en la busqueda de
nuevos agentes antiinflamatorios no esteroidicos (AINEs). Se comenzé buscando nuevas
hipétesis que explicasen la actividad antunflamatoria de la aspirina y otros compuestos como
los pirazoles’” con el objeto de encontrar agentes mas potentes y con menos efectos
secundarios que éstos.

Tras una serie de estudios sobre la aspitina y sus analogos estructurales se llegoé ala
conclusion de que el grupo funcional fundamental era el acido carboxilico. En 1957 se
descubrié que algunos acidos alcandicos y alquendicos, derivados del bifenilo, estilbeno y
difeniletano, presentaban propiedades antirreumaticas, pero los resultados de las pruebas
biologicas (ensayos "in vivo") no fueron satisfactorias™*.

Sin embargo, los acidos fenil-alcandicos, y en particular, los para-sustiturdos con
radicales alquilicos, se mostraron terapéuticamente validos, Entre todos ellos destaco el acido
4-1sobutilfenilacético (Ibufenac) que presentaba una actividad antiinflamatoria de dos a cuatro
veces superior a la aspirina y era mucho mejor tolerado que ésta.

El aumento de longitud de la cadena alquilica condujo la obtencidén de una serie de
acidos mas activos, los acidos propionicos sustituidos en posiciéon 2 con un grupo arilo. De
todos ellos el que presentaba mayor actividad era el acido 2-(4’-isobutil)fenilpropionico
(comercializado con el nombre de Ibuprofeno) que presenta actividad farmacologica entre 16

y 32 veces mas potente que la aspirina y con menores efectos secundarios.
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11.5.2.b.- Clasificacién

Los AINEs se clasifican en seis familias en funcion de su estructura quimica. En la

Tabla 9 aparecen estos grupos y el farmaco prototipo de cada uno de ellos.

Tabla 9: Clasificacion de farmacos antiinflamatorios no esteroidicos {AINEs).

Grupv farmacolégice

Farmaco prototipo

acido salicilico
para-aminofencl
pirazolona
acido propidnico
acido indolacético
acido pirrolacetico
acido fenilacético
acido piranoacético
acido antranilico
acido nicotinico

oxicams

acido acetilsalicilico (AAS)

Paracetamol
Metamizol
Naproxeno

Indometacina
Ketorolaco
Diclofenaco
Etodolaco

acido mefenamico

Isonixina

Piroxicam

I1.5.2.c.- Mecanismo de accién

El mecanismo de accién de los AINEs se basa en la inhibicion de la ciclooxigenasa,
enzima que convierte el dcido araquidénico en un endoperdxido ciclico, el cual se transforma
en prostaglandinas y tromboxanos (Esquema 19). La whibicion de la accion de la
ciclooxigenasa consiste en que los AINEs impiden la sustraccion del hidrogeno de C-13 del
acido araquidénico y, por tanto, bloquean la peroxidacién en C-11 y C-15. El mecanismo

difiere de unos AINEs a otros, pero en todos los casos la inhibicion es esterecespecifica.

IL.5.3.- AINEs DERIVADOS DEL ACIDO (R,S) 2-ARILPROPIONICO

Uno de los objetivos de la presente Tesis Doctoral es la obtencion de AINEs
pertenecientes al grupo de farmacos con estructura de 4cido 2-arilpropidnico con elevada
pureza oOptica, utilizando como catalizador del proceso la lipasa de Rhizomucor miehei.

Estos farmacos constituyen un grupo homogéneo, dentro de los AINEs, por sus
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caracteristicas quimicas y farmacoldgicas; aunque varian sus caracteristicas farmacocinéticas.

En el esquema 20 se muestran algunos de los AINEs pertenecientes a este grupo.

COOH COOH OO COoH

CH3O
Acido 2-fenil propionico ibuprofeno Naproxeno

)

O O coon () & ) eoon

Flurbiprofeno

Ketoprofeno
SR -
' S
Fenoprofeno o] Suprofenc

Esquema 20.- AINEs derivados del acido 2-arilpropionico

I1.5.3.a.- Acciones farmacoldégicas

Todos los AINEs de este grupo presentan accidén antitérmica, analgésica y
aptunflamatoria. Todos son capaces de mhibir 1a ciclooxigenasa, aunque su potencia varia de
unos a otros. No obstanite, no hay una buena relacion entre esta potencia mhibidora y su
eficacia analgésica y antiinflamatoria. Asi, en su conjunto son considerados como
antiinflamatorios de eficacia moderada, mcluso inferior a 1a del AAS, aunque la potencia

anticiclooxigenasa de alguno de ellos, como el naproxeno, sea supernor.

IL5.3.b.- Caracteristicas estructurales

Los AINEs de esta familia presentan un centro estereogénico en la cadena carbonada,
residiendo la ‘actividad farmacoldogica unicamente en el enantiémero S(+)*°. Se ha
comprobado que el 1somero S(+) del acido 2-(6'-metoxi-2 -naftil )propronico (Naproxeno) es

¥* y el isomero S(+) del

28 veces mas activo como antiinflamatorio que el 1somero R(-
[buprofeno es 160 veces mas potente que el R(-). A pesar de esto, la mayoria de las formas

farmacéuticas son mezclas racémicas de ambos enantiomeros R{-) y S(+), ya que una vez
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administrada la forma racémica el enantiomero R(-) es invertido en S(+)**

, €N una proporcion
que varia de un producto a otro {mucho en el Ibuprofeno y Fenoprofeno, poco en el
Flurbiprofeno) v dé un individuo a otro. No obstante, se ha comprobado que la conversion
de un enantidomero en otro en el organismo no es del 100%: por gemplo, solo dos terceras
partes del enantiémero R(-) de Ibuprofeno se transforma “in vivo" en el isémero S(+)%.
Por ultimo, el enantiomero R(-) de la mayoria de los acidos 2-anlpropiénicos es
almacenado en el tejido adiposo™, donde puede alcanzar elevados niveles.
La obtencion de este grupo de AINEs enantioméricamente puros es interesante por las
siguientes razones:
a).- se reduciria la dosis admimistrada
b).- disminuirian los efectos secundarios debidos al almacenamiento del
enantidémero R(-) en el tejido adiposo®’
€).- se evitaria la variabilidad de la respuesta terapéutica, al no producirse la

mnversién total de los enantidmeros R(-) "in vivo"?!,

11.5.3.c.- Caracteristicas farmacocinéticas

En general, los AINEs se absorben completamente, tienen un volumen de djétﬁbucién
pequefio, se unen bastante a proteinas y se acumulan en medios acidos, como los puntos de
inflamacién®?. La variabilidad de la respuesta de los pacientes a los diferentes AINEs se
explica mediante la dosis y la concentracion en plasma®’.

En la Tabla 10 se resumen las caracteristicas farmacocinéticas de estos farmacos®™.
Grado de absorcion {%)(abs); metabolismo presistémico (met); semivida de eliminacion
(h)(t,,); volumen de distribucion (1)(Vd); grado de union a proteinas (% )(prot); aclaramiento

(ml/kg/min) (Cl) y excrecién urinaria (% )(excr)
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Tabla 10: Caracteristicas farmacocinéticas de los AINEs derivados del acido 2-arilpropidnico.

FARMACO Abs met t2 vd prot Cl excr
[buprofeno 95 e 2 7 99 0,75 {1
Naproxeno 100 5% 12-15 6,3 99 0,13 (1
Ketoprofeno ¥90 e$caso i-3 7.7 a3 1.2 {1
Fenbufeno 80 -- 10-17 7 98 -- --
Fenoprofeno 80-90 e5caso 1.4-3 7 99 0,5-1 2-5
Flurbiprofeno 195 - 3-6 7 99 0,3 {15

El Naproxeno e Ibuprofeno presentan farmacocinéticas lineales, al aumenta la dosis
también aumenta la concentracién plasmatica, hasta el punto de la saturacion protéica®’.

Todos estos farmacos se absorben completamente por via oral, con t , comprendido
entre 1 v 2 h, excepto el Naproxeno, cuyo t_,, es de 2-4 h, st bien el de su sal sédica es
también de 1-2 h. En general la comida disminuye la velocidad de absorcion, pero no la
cantidad absorbida. La absorcion por via rectal es mas lenta e irregular.

Se unen intensamente a la albumina, en un 99% a las concentarciones que alcanza en
plasma. Cuando la concentracion plasmatica de albumina disminuye (artritis reumatoide y
ancianos}, la fraccion libre aumenta.

Difunden bien y pasan al liquido smovial, done alcanzan concentraciones que suelen
ser la mitad de la plasmatica, ya que la concentracion de albumina es menor. Sin embargo,
cuando las administraciones son repetidas (tratamientos cronicos) se alcanzan concentraciones
que fluctuan menos que las plasmaticas y permiten distanciar mas ia administracién. pasan
la barrera placeptaria y alcanzan muy bajas concentraciones en la leche.

El metabolismo es intenso y variado, de forma que la excrecion renal de forma libre
es minima. El Ibuprofeno R(-) se transforma ampliamnete en su enantidmero activo (S+).
Entre los procesos metabolizadores destacan los de hidroxilacion, desmetilacion y
conjugacion, mayoritariamente con acido glucurdnico.

Las semividas de eliminacién son de 2-4 h, excepto en el caso del naproxeno (12-15
h).
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11.5.3.d.- Aplicaciones terapéuticas

Los AINEs se utilizan comunmente como tratamiento de primera linea de los
transtornos reumatoﬂlégicos. Contrariamente a los analgésicos opiaceos, no crean adiccion y
pueden utilizarse durante periodos prolongados de tiempo, pueden admmistrarse a todos los
grupos de edad por distintas vias de administracion®?.

Por su actividad antiinflamatoria y analgésica se utilizan en el tratamiento sintomatico
de la artritis reumatoide, la osteoartritis y la artritis gotosa. Su eficacia es comparable a la del
AAS a la dosis de 2-3 g/dia; tienen pues una eficacia media. Las dosis varia segin el
compuesto (Tabla 10). En los tratamientos cronicos se aconseja empezar con dosis bajas para
mejorar la tolerabilidad v aumentar paulatinamente la dosis. Los ataques agudos de gota solo
responden a las dosis maximas posibles.

Cada vez se utilizan mas con fines estrictamente analgésicos, como es el caso del
Tbuprofeno y el Naproxeno sodico. Se emplean en el tratamiento de diversas algias como la

dismenorrea, los colicos renales y los dolores postoperatonios de intensidad moderada.

I1.5.3.e.- Reacciones adversas

En general son semejantes a las de los otros AINEs, pero la mcidencia de alteraciones
gatromntestinales es menor que el acido acetilsalicilico, fenilbutazona o indometacina; no
presenta los problemas sanguineos de las pirazolonas y producen menos molestias
neurolégicas que la Indometacina. Por esto, se utilizan con frecuencia en situaciones clinicas
de intensidad leve 0 moderada.

Las reacciones adversas que pueden producir son las siguientes: dispepsia, ulceraciones
y erosiones gastrointestinales; alteraciones neuroldgicas como somnolencia, mareo o sedacion;
erupciones dérmicas y ‘diveras reacciones de hipersensibilidad; incluso puede aumentar el
tiempo de hemorragia debido a su accidén antiagregante, aunque son muy poco frecuentes las

alteraciones hemopoyéticas y hépaticas.

II.5.3.f.- Estrategias para la obtencion del enantiémero S(+) puro.
Aunque la sintesis asimétrica por via quimica de los acido S{+) es tecnicamente viable,
esta metodologia no resulta rentable porque son necesarios reactivos de elevado coste y no

s¢ obtiene un rendimiento aceptable del enantidmero S(+) puro para su posterior
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comercializacidn®***®,

Actualmente se ha planteado la resolucion de estas mezclas racémicas mediante
reaccionres enzimaticas catalizadas por lipasas, debido a su amplia especificidad de sustrato,
elevada enantioselectividad, gran estabilidad y tolerancia a elevadas concentraciones de
sustrato () 1M)**, y por el hecho de no requerir cofactor, asi como por su disponibilidad
comercial y bajo coste economico®*’.

Siguiendo esta estrategia de catalisis enzimatica se han obtendio acidos R(-) y S(+)

2 aril-propionicos con diferente grado de pureza enantiomérica (Tabla 11).

Tabla 11: Métodes biotecnologicos de resolucion de acidos 2-anl-propiénicos catalizados por lipasas.

ACIDO reace R Nu® Lipasa Conv €€, Ref,
(%)

Ibuprofeno EST H propanol Rh.miehei 15-20 70 (R) 241

EST H pentanol C.rugosa 49 99 (R) 242

HID CH,CH, H,O C.rugosa 47 99 (S) 243

HID CH,CH,CI H,O C.antéarctica 63 58 (R) 244

Naproxeno EST H butanol M. javanicus 39 8 (S) 245

EST H butanol A.niger 23 5(8) 245

HID CH, H,O Rh.miehei 18 95(R) 246

HID CH, H,O R.oryzae 45 98(8) 246

Ketoprofeno HID CH.CF, H,O Rh.miehei 95 81(R) 247
HID CH,CH, H,0 C.rugosa 21 98 {S) 243

Flurbiprofen HID CH, H,0 C.rugosa 39 65 (%) 248

EST: reaccion de esterificacion; HID: reaccion de hidrolisis; TRN: reaccion de transesterificacion
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Parte Experimental

Imi.1.- MATERIALES

{I1.1.1.- Disoluciones tampdn
Todas las sales empleadas en la preparacion de disoluciones tampon fueron de grado

analitico y se utilizaron sin ninguna purificaciéon previa. Todas las disoluciones se prepararon
con agua purificada destilada/desionizada (18,2 M} de resistividad) en un equipo Bamstead

Ropure.

I11.1.2.- Disolventes orgdnicos
Los disolventes organicos empleados durante la realizacion de esta Memoria han sido

los siguientes:
- ciclohexano (99 % de pureza) de Labscan {Dublin, Irlanda).
- hexano (95 %) de Labscan.

acetonitrilo (99 %) de Labscan.
- iso-butilmetilcetona (4-metil-2-pentanona) {99,5 %) de Sigma.
1.,4-dioxano (99.8 %) de Sigma.

éter diisopropilico (99 %) de Sigma.

1s0-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).

éter etilico (99,5 %) de SDS.

acetona (99,5 %) de SDS

- heptano de May&Baker Ltd. (Dagenheim, Reino Unido).

Todos estos disolventes se utilizaron sin ninguna manipulacién previa, excepto el
ciclohexano y el tolueno que se secaron previamente y la acetona, que fue purificada con

KMnQ,, secada y destilada.
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IT1.1.2.a.- Secado de ciclohexano

El ciclohexano rigurosamente anhidro se utilizé como disolvente en las reacciones de
sintesis de ésteres de acidos (R,S) 2-arilpropionicos, en las cuales se quso analizar la
influencia del agua en la actividad de la lipasa inmovilizada de Rh.miehei (Lipozyme IM20).

Se coloco a reflyjo 1 litro de ciclohexano durante 3¢ min, con sodio metal y plato
poroso. A continuacién, se destild y se recogié sobre tamiz molecular de 4 A*. Temperatura

de ebullicion del ciclohexano = 80,7 °C

I11.1.2.b.- Secado de 1-butanol

El 1-butanol anhidro se utiliz0 como sustrato, en las mismas reacciones que el
ciclohexano desecado. 60 mi de 1-butanol se colocaron a reflyo con 5 g de magnesio
metalico v unas gotas de cloroformo como catalizador, hasta que todo el magnesio se
convirtio en butdoxido de magnesio. En ese momento se afiadieron los 940 ml de butanol
restantes y se dejo a reflujo durante 1 h. A continuacion, se destilé y se recogié sobre tamiz

molecular de 4 A*’, Temperatura de ebullicién del 1-butanol = 116 °C.

IL1.2.c.- Secado de tolueno .

El tolueno anhidro se utiliz6 en el proceso de activacion de la silice por el método de
la 2,4,6-tricloro-1,3,5 -triazina.

Se dejo el tolueno agitando con cloruro calcico anhidro en polvo durante una noche.
Postertormente, se filtré con un filtro de pliegues, para eliminar el CaCl, y se recogio en un

recipiente que contenia sodio en laminas®*’

I1L1.2.d.- Purificacién y secado de acetona

La acetona purificada se utilizd para lavar el derivado inmovilizado sobre silice.
Primero se traté la acetona con permanganato potasico (KMnQO,) para oxidar los posibles
restos de 2-propanol, para lo cual se colocé a reflujo un volumen determinado de acetona con
una punta de espatula de KMnO, durante 8 h. A continuacién, se filtré para eliminar los
restos de MnO, y se desecé con carbonato sédico anhidro (Na,CO,) poniendolo a reflujo
durante 8 h. Se volvid a filtrar con filtro de pliegues para eliminar el agente desecante y se

destild, recogiendo la acetona tratada sobre tamiz molecular de 4 A*. Temperatura de
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ebullicion de la acetona = 53 °C.

III.1.3.- Reactivos para la determinacién de proteinas

Para realizar la recta de calibrado se uso como patron la albimina de suero bovino del

laboratorio Sigma Chemical.

II1.1.3.a.- Método del biuret

- sulfato ciprico pentahidratado (CuSO,5H,0) de Merck

- tartrato sodico-potasico tetrahidratado (NaKC,H,O, 4H,0) de Merck.
- hidréxido sédico (NaOH) de SDS.

OI.1.3.b.- Método de Bradford

- azul brillante de Coomassie (G-250 de Aldrich

- acido orto-fosforico (H,PQ,) diluido al 85 % (p/v) en agua de Aldrich.
- etanol al 95 % de SDS.

II1.1.4.- Reactivos usados en la inmovilizacion_sobre silice

Lasilice utilizada fue Kieselgel 40 de Merck que presenta las siguientes caracteristicas
texturales: diametro de particula: 0,063-0,2 mm, superficie especifica: 239 m’/g; diametro
medio de poro: 9,5 A y volumen de poro acumulado: 0,57 cm’/g

- 2.4.6-tricloro-1,3,5-triazina de Merck

- N,N,N-trietilamina de Aldrich

- cromato de potasio (K,CrQ,) de Aldrich

- disolucién acuosa {0,1014 N) de nitrato de plata {AgNO,) de Aldrich.

IT1.1.5.- Soluciones salinas patrén del aparato medidor de actividad de agua

Para la calibracion del aparato medidor de actividad de agua se utlizaron soluciones
salinas patron comercializadas por Novasina (Zirich, Suiza).

* sal-11 (LiCl 70%); a,=0,1; humedad relativa= 11,3 % a 25 °C

* sal-98 (K,Cr,0, 82%); a,= 0,9; humedad relativa= 98 % a 25 °C
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II1.1.6.- Otros reactivos inorginicos
- sulfato aménico ((NH,),(SO,)) de Aldrich

- pentdxido de fosforo (P,0,) de Aldrich.

- cloruro calcico anhidro (CaCl,} de Panreac (Barcelona, Espaiia).
- fosfato sodico monoacido anhidro (Na,HPO,) de Merck.

- fosfato sodico diacido anhidro (NaH,PO,) de Merck.

- Tris(hidroximetil)aminometano de Merck.

- acido clohidrico concentrado (HCl) de SDS.

- acido sulfarico concentrado (H,SQO,) de SDS.

- ftalato acido de potasio de Sigma.

- fosfato potasico diacido (KH,PO,) de Panreac

HI.2.-ENZIMAS

La enzima objeto de estudio ha sido la lipasa (triacilglicerol acilhidrolasa (EC 3.1.1.3.)
de Rhizomucor miehei cruda (Lipozyme® 10000L) e inmovilizada (Lipozyme® IM20), ambas

suministradas por el laboratorio Novo-Nordisk (Bagsvaerd, Dinamarca)

I11.2.1.- Lipasa cruda de Rh.miehei (Lipozyme® 10000L)

Lipozyme® 10000L fue obtenida por técnicas de recombinacion genética (ver 11.3.2.)

Las caracteristicas de esta lipasa son las siguientes®’: peso molecular = 30 kD; punto
isoléctrico = 4, pH optimo = 6-8 (en la reaccion test de actividad lipasica con tributirina,
método AF95 de Novo-Nordisk), T* optima = 40-50 °C (en la misma reaccion test);
denstdad= 1,15 g/ml .

Esta lipasa tiene una actividad de 10000 UL/g, donde una Unidad Lipasica (UL)
corresponde a la cantidad de enzzma que libera un micromol de acido butirico por minuto

en la reaccion de hidrélisis de una emulsion de tributirina medida en pH-stato a 30 °C y

pH=7,0 250

Il1.2.2.- Lipasa inmovilizada de Rk.miehei (Lipozyme® IM20

La lipasa de Rh.miehei se presenta en forma inmovilizada sobre una resina

macroporosa de intercambio anidnico por adsorcién idnica. El derivado obtenido es
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comercializado por el laboratorio Novo-Nordisk con el nombre de (Lipozyme® IM20)**

La resina macroporosa de intercambio anionico utilizada es Duolite A-568 de Duolite
Intemnational (Paris, Francia). Este soporte es una resina granular, porosa y de caracter
debilmente basico. El polimero es un policondensado reticulado de fenol-formaldehido, de
caracter hidrofilo y con una distribucién de tamafio de poro controlada®

Las caracteristicas fisicas de la resina Duolite A-568 son las siguientes: tamario de
particula: 0,3-0,6 mm.; radio de poro: 50-300 A y superficie especifica: 200 m¥/g >

En la Figura 23" se muestra una microfotografia del soporte (Figura A) sin enzima y

(Figura B) con enzima (derivado Lipozyme™ IM20)*"!

(a) (b)

Figura 23": Microfotografia del soporte del derivado Lipozyme® IM20 (a) sin enzima y (b)
con lipasa de Rh.miehei adsorbida..

El tamafio de particula de Lipozyme IM20" oscila entre 0,3 y 0.6 mm. El contenido
en agua de este derivado inmovilizado es del 10 % (p/p)*>

Lipozyme® IM20 tiene una actividad de 43 Ul/g, donde una unidad de
mteresterificacion {(Ul) se define como 1a cantidad de lipasa que cataliza la incorporacion de
1 pmol de acido palmitico a trioleina por minuto a 40 °C, alcanzando la maxima actividad

i 70 oC 251 -
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I11.3.- SUSTRATOS
IIL.3.1.- Actividad esterasica

Para la determinacién de la actividad esterasica se empled como sustrato el acetato de

p-nitrofenilo de Sigma (St.Lows, EEUU).

IT1.3.2.- Actividad lipasica

Para determinar la actividad lipasica se emplearon dos sustratos, segun el método
utilizado:
Sustratoe Sigma:Emulsion de aceite de oliva al 50 % (v/v) de Sigma (St.Lows, EEUU)
Tributirina de Aldrich (Steinheim, Alemania) al 98 % de pureza. Diariamente se
preparé una emuisién de tributirina, utilizando como emulsificante una disolucién acuosa de
goma arabiga, glicerina, NaCl y KH,PO,.
- goma arabiga de Sigma
- glicerina de Aldnich
- cloruro sddico de Panreac

- fosfato potasico diacido (KH,PO,) de Panreac

.3.3.- Sigtesis de ésteres

M1.3.3.a.- acidos (R,S) 2-arilpropidnicos
* Ibuprofeno (acido (R,S) (2-(4-1sobutilfenil )propionico) de Boots (Nottingham, Reino Unido)
* acido (R,S) 2-fenilpropidénico de Fluka {Buchs, Swmza)
* Naproxeno (acido (R,S) 2-(6-metoxi-2-naftil)propionico) de Syntex (Palo Alto, EEUU)
* Ketoprofeno (acido (R,S) 2-(3-benzoilfenil)propiénico) de Menarini (Badalona, Espafia)

IM.3.3.b.- alcoholes

1-butanol, 3-metil-1-pentanol, 1-octanol, ciclohexanol y 2-propanol de Sigma.
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[L2.- PROGRAMAS DE CALCULO
HL2.1.- SIMFIT

A lo largo de esta Tesis Docotral se ha utilizado como herramienta de calculo el
paquete integrado SIMFIT versidn 4.0. para llevar a cabo el ajuste de los datos experimentales
a determinadas ecuaciones matematicas.

Este paquete informatico, disefiado por W.G. Bardsley®®, escrito en lenguaje Fortran
compilado y desarrollado en base a rutinas de regresion no lineal de la libreria "NAG
Workstation", emplea algoritmos de optimizacién matematica por iteracion con el objetivo de
minimizar la funcién Sumatorio de Residuales (SSQ), definida mediante el método de
minimos cuadrados.

La funcién SSQ se define como:

S8Q = zi(Yi'yi)z [19]

donde, y= dato experimental obtenido para la variable independiente "y", cuando la
variable dependiente "x” adopta el valor “x/.
y;= valor calculado para la variable dependiente "y", cuando x = x,, utilizando para

ello 1a funcidn con los parametros calculados.

Las suposiciones estadisticas en las que se basa el criterio de los minimos cuadrados
son: que la ecuacion por ajustar es la correcta, el error en la respuesta es estrictamente aditivo
y los errores son independientes entre si y siguen una distribucion homocedastica (varianza
constante), esto es, las medidas se han hecho con la misma precision. Este tipo de regresion
se denomina regresion sin pesos estadisticos.

No obstante, la mayoria de las veces las medidas experimentales siguen una
distnbucién heterocedastica (diferente varianza), y se hace necesario dar mas "importancia"
(més peso) a los datos de menor error frente a los de mas error. Para ello, lo que se hace es
corregir los residuales con un factor llamado peso estadistico, {w;), que es mversamente

propocional a la vanianza de los datos (el cuadrado de la desviacion estandar).
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1
W, = —— [20]
S;

De esta forma, la funciéon que se optimiza se denomma sumatorio ponderado de

residuales (WSSQ), que se define como:
WSSQ = L (1/8)) (yr v (21}

La desviacion estandar en las medictones de la variable dependiente se determina
mediante réplicas. De esta forma, se le asigna a cada conjunto de medidas (y;) su desviacion
estandar correspondiente, que se utiliza para ponderar el error. No obstante, esta metodologia
es recomendable siempre que el numero de réplicas obtenidas por cada valor de la variable
"y" sea mayor o igual a 3. Como ésto no es factible en muchas ocasiones, otra metodologia
que puede sugerirée consiste en determinar el error experimental promedio que tiene el
método, y asignar a cada punto dicho error experimental como error relative constante.
Generalmente se toma como valor de dicho error el 5 %.

Como parametros que cuantifican la bondad del ajuste, el paquete SIMFIT calcula el
valor del coeficiente de determinacion (R?). Por otra parte, cuando se utilizan como pesos
estadisticos las desviaciones tipicas de los errores (o estimaciones de las mismas), la funcion
WSSQ sigue una distribucion ji-cuadrado (X?) con "g" grados de libertad, siendo g = n" de
puntos experimentales - n° de parametros de ajuste. De esta forma, por comparacién del valor
de ji-cuadrado con WSSQ se puede establecer la bondad del ajuste. El programa Simfit
calcula automaticamente la probabilidad de que ji-cuadrado exceda el valor de WSSQ. Ast,
cuando la ﬁrobabilidad de que ji-cuadrado sea mayor de WSSQ es menor de 0,01 (nivel de
significancia del 1 %) o menor de 0,05 (nivel de significacia del 5 %), se deberia rechazar
el ajuste ntilizando dichos niveles de significacion.

Simfit también permite establecer criterios de bondad de ajustes a través del estudio
de los residuales, los cuales, en un ajuste optimo deberian quedar distribuidos al azar y no
deberian presentar una correlacién serial significativa, por lo que el nimero de residuales
positivas vy negativos debe ser similar, v no debe haber series largas de residuales con el

mismo signo, ni tampoco muy pocas series. El nimero de residuales positivos se designa con
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la letra "n", el de residuales negativos con la letra "m" y el nimero de series con "r". Simfit
establece dos tests acerca de las series, que deben dar una probabilidad (p) comprendida ente
o/2 y 1-a/2 (a= 0,05 6 0,01, segun el nivel de significancia con el que se trabaje). La prueba
de los signos, también desarrollada por este programa, debe dar una probabilidad p2a, para
poder considerar el ajuste como bueno. Un nuevo estadistico que el programa calcula es el
test de Durbin-Watson, que indica la posibilidad de que exista una correlacion seriada, esto
es, que el signo que presente un residual venga impuesto por el signo del anterior.
Normalmente, cuando el valor de dicho estadistico esta comprendido entre 1,5 y 2,5, se puede
descartar dicho efecto.

Es frecuente que los parametros del ajuste deban ser distintos de cero, pues el hecho

ne, n

de anularse suele conllevar el que la variable respuesta "y" no dependa de alguna variable
explicativa "x", o que lleve consigo una simplificacion del modelo debido a la desaparicion
de una parte funcional del mismo. Asi, para determinar s1 un parametro puede considerarse

nulo o no, éste se mide en unidades estandar, es decir, se calcula el cociente:

valor estimado del parametro
T= [22]
error estandar de su estimacion

s1 el valor de este cociente T estd dentro de cierto limites (que se consultan en las tablas
estadisticas de la "t" de Student, considerando como grados de libertad (g = n° puntos - n°
parametros), puede ser que el parametro se anule; s1 por el contrario, el valor de T rebasa esos
limites, entonces el valor del parametro es distinto de cero. El programa Simfit suministra

toda esta informacion mediante un parametro de redundancia.

I1.2.2. HIPERCHEM

Los calculos de Mecanica y Dinamica Molecular de la estructura de los acidos (R,S)
2-arilpropionicos, objeto de estudio en la presente Tesis Docotal, se realizaron con el
programa HIPERCHEM*®,

El estudio por Dinamica Molecular de estos compuestos se realizo a alta temperatura
debido a la mayor eficacia para atravesar barreras de energia en el espacio conformacional

multidimensional®®. Se eligié una temperatura de 100 °K como punto de partida, ya que
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permite a la molécula explorar un numero de conformaciones separadas por barreras
energéticas significativas. Para evitar el riesgo inherente a toda simulaciéon de Dinamica
Molecular a alta temperatura, de que la estructura encontrada corresponda a un minimo local
de alta energia se realizaron con cada una de los conformeros obtenidos procesos de dinamica
molecular sucesivas de Ips (T= 450 °K), 10ps (T= 350 °K) y 12 ps (T= 300 °K).
Finalmente, la geometria de los conformeros de minima energia obtenidos de los
acidos (R,S) 2-arilpropiénicos se analizé por Mecanica Molecular mediante el uso del método
MM+ como campo de fuerzas. Primeramente se utilizé el algoritmo "steepest descent” de
forma interactiva hasta un gradiente de 0,1 kcal/mol A Una vez optimizada esta estructura
se procedid a una nueva optimizacion utilizando el algoritmo “Fletcher-Reeves"con gradiente
conjugado hasta un valor de gradiente 0,02 kcal/mol A, que permitid considerar los efectos
de la conjugacion de dobles enlaces, tan importante a priori, en las moléculas objeto de

estudio.
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IIL.3.- CARACTERIZACION DE LA LIPASA DE Rhizomucor miehei.

La caracterizacidn de la lipasa de Rhizomucor miehei se centrdé en los sigwentes
puntos: )
1).- Determinacién de la concentracion de proteinas
2).- Determinacion de la actividad esterasica
3).- Determinacién de la actividad lipasica
4).- Estudios de abrasion del derivado inmovilizado comercial de ia lipasa de
Rh.miehei (Lipozyme® IM20)

5).- Electroforesis

111.3.1.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS,

La determinacion de la cantidad de proteinas de la lipasa de Rh.miehei se hizo
empleando métodos espectrofotométricos. El método de rutina fue el metodo del Biuret,
aunque para l[a determinacion de la lipasa semipurificada por precipitacion con sulfato
amonico se empleo el método de Bradford, para evitar posibles interferencias entre los grupos
amino de la proteina y del sulfato amoénico al reaccionar con las sales de cobre del reactivo
de biuret.

En los dos métodos el patréon de proteina utilizado para la elaboracién de las

correspondientes rectas de calibrado fue albumina de suero bovino (BSA).

I11.3.1.a.- Método del biuret

Para la determinacion rutinaria de 1a concentracion de proteinas de la lipasa empleada
utilizamos el método espectrofotométrico dei Biuret, basado en la formacion de un compuesto
coloreado como resultado de la reacciéon, en medio alcalino, de los enlaces peptidicos de las
proteinas y las sales de cobre que forman parte del reactivo del biuret**”***. La intensidad de

color del compuesto formado sera proporcional a la concentracion protéica de la muestra.

Reactivo del biuret
Se disolvieron 1,5 g de sulfato ciprico pentahidratado (CuSQ, . SH,0) y 6,0 g de
tartrato sodico-potasico tetrahidratado (NaKC,H,O; . 4H,0) en 500 ml de agua destilada. A
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continuacion se afiadieron, con agitacidén constante, 300 ml de NaOH al 10% (p/v) y se
completo hasta 1 1 con agua destilada. Este reactivo se debe guardar en botellas de plastico,
el almacenaje pued¢ ser indefinido, pero debe desecharse si aparecen depositos. La adicion
de yoduro potasico (IK) al 1% (p/v) aumenta la estabilidad del reactivo y no tiene efecto

apreciable sobre la calidad del mismo.

Patrén de proteina

Se prepararon diluciones de distinta concentracion (2 diluciones para cada

concentracion) de albimina de suero bovino (BSA) diluida en agua.

Procedimiento experimental

Las medidas de la intensidad de color del compuesto formado se realizaron empleando
un espectrofotometro UV-visible Shimadzu UV-2100 a una A=545 nm, correspondiente a la
longitud de onda de maxima absorcién del compuesto coloreado.

Primero se realizo una recta de calibrado colocando en cada tubo de ensayo 1 ml de
cada dilucién de albumina de suero bovino y 4 ml del reactivo de biuret (volumen total = 5
ml). Se agitd cada tubo y se dejé incubando, para que se desarrollara la reaccion, a
temperatura ambiente durante 30 min o a 37 °C durante 20 min. El color observado al
término de este periodo de incubacidn, es estable durante al menos 1 h. Debe realizarse un
ensayo en blanco colocando en un tubo 1 ml de agua y 4 ml del reactivo de biuret a fin de
evitar errores sistematicos.

Los parametros del ajuste de la recta de calibrado, realizado con el programa SIMFIT,
considerando un 5 % de error relativo constante para cada punto, aparecen a continuacién

{ecuacion 23):

Absorbancia = (0,238140,004) [proteinas (mg/ml)] + (0,04910,001) [23]
N=20 R = 0997
texp= 94,1 ti1s (=00y™ 1,73
Finpep™ 2923 F |15 @005~ 3.0

dado que Fgyp,,, €5 mayor que Foypupue 12 ecuacion es efectivamente significativa

con, al menos, un 95 % de certeza.
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Figura 24: Recta de calibrado del método del biuret con seroalbimina bovina, considerando
un 95 % de certeza.

En la Figura 24 aparecen, ademas de la recta de calibrado (=), el intervalo de
conflanza (s-.-} y el intervalo de prediccién (—==--).

El intervalo de confianza describe los limites entre los que estaran comprendidos los
valores de la recta de regresion con un 95 % de probabilidad.

El mtervalo de prediccién indica los limites entre los que estardn comprendidos los
valores de los ensayos puntuales que se realicen, en las mismas condiciones experimentales,
con un 95 % de probabilidad y seran los valores extremos que se utilicen como limites de

confianza al utilizar dicha recta como curva de calibraciéon.

Muestra problema

La determinacion del contenido protéico de la lipasa cruda de Rh.miehei se reali1zo,
para cada uno de los lotes suministrados por Novo-Nordisk, por triplicado, tomando 1 ml de
una dilucidn en agua 1/5 (v/v} de dicha preparacion enzimatica y afiadiéndole 4 mi de reactivo

de biuret y posterior medida de la absorbancia a 545 nm. Para cuantificar 1a cantidad de
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proteina se empleé la recta de calibrado antes indicada (ecuacion 23). La concentracion de
proteinas de los lotes de lipasa cruda de Rh.miehei suministrados oscilé entre 66,5 mg/ml y
62,6 mg/ml. A efectos practicos se considerara el siguiente valor estandar: (6412) mg/ml,

medido con un 95 % de certeza.

I11.3.1.b.- Método de Bradford

Este método, como se ha indicado anteriormente, se utilizé6 para determinar la
concentracion de proteinas de la lipasa de Rh.miehei semipurificada por precipitacion con
sulfato amonico ((NH,),S0,).

El método de Bradford se basa en la adsorciéon de la proteina al azul bnilante de
Coomassie G-250, lo que provoca un cambio en el espectro de absorcién visible del colorante,

desplazando el pico de absorbancia maxima desde 465 nm hasta 595 nm **°

Reactivo de Coomassie

Se disolvieron 100 mg de azul brillante de Coomassie G-250 en 50 ml de etanol al

95%, se afiadieron 100 ml de 4cido orto-fosférico al 85 % (p/v} y se complet6 hasta 1 { con
agua. El reactivo se mantuvo 24 h en oscuridad, guardado en un frasco topacio. Transcurrido

ese tiempo se filtro.

FPatron de proteina

Se prepar6 una diluciéon de 1 mg/ml de albimina de suero bovino (BSA) en agua.

Procedimiento experimental

Se coloco en cada tubo de ensayo una cantidad conocida de la disolucion de albumina
de suero bovino; se completd con agua hasta un volumen de 0,1 ml y se afiadieron 5 ml de
reactivo de Coomassie. Se agitdé bién e inmediatamente se midio la absorbancia en el
espctrofotometro UV-vis a A=595 nm, La medida debe hacerse inmediatamente porque la
adsorcion de la proteina al reactivo de Commassie se produce casi instantaneamente y es
maxima y estable entre los primeros 5 y 20 primeros minutos. Cada punto experimental se
midid por triplicado.

Los parametros del ajuste de la recta de caltbrado, realizado con el programa SIMFIT,
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considerando la desviacion estandar para cada grupo de tres medidas, aparecen a continuacion:
Los parametros y la ecuacion de la recta de calibrado obtenida, considerando una
regresion lineal con pesos estadisticos porporcionales a la desviacion estandar de cada grupo

de tres medidas, es la sigmente:

Absorbancia = (0.0092+0.0003)[proteinas (pug)] + (0,4330.01)  [24]

N= 21 R= 0,991
texp: 3 1 ,87 tl.l!) ((1.-_-0,05): 1,73
FSNDcxp= 1016 Fie (@=0,05)" 2,99

dado que Fgyp,,, €5 mayor que Fyypupua. 18 ecuacion es efectivamente significativa con, al
menos, un 95 % de certeza.
En la Figura 25 se representan, ademas de la recta de regresion, el intervalo de

confianza y el intervalo de prediccion (ver I11.3.1.a.).

0.00 ‘ 1 1 1 1 i —
8] 10 20 30 40 50 60 70
[BSA] (microgramcs)

Figura 25: Recta de calibrado del metodo de Bradford con seroalbumina bovina.
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Muestra problema
Este método solo se utilizé para la determinacion del contenido protéico del lote de

la lipasa cruda dé Rh.miehei que posteriormente fue sometido a un tratamiento de
semipurificacion por precipitacion con sulfato amonico, para comprobar la variacion del
contenido proteico tras el proceso. En cada caso se tomaron 5 ml del reactivo de Coomassie
y 0,1 ml de la dilucién enzimatica por analizar; dicha disolucion enzimatica fue 1/10 (v/v)
en agua para la lipasa cruda y 1/6 (v/v) para la lipasa semipurificada. Todos los ensayos se
hicieron por triplicado y se midié la absorbancia a 595 nm. Para cuantificar la cantidad de
proteinas se empleo la recta de calibrado indicada anteriormente (ecuacién 24).

De esta forma, la concentracion de proteinas obtenida, por este método, para la lipasa
cruda de Rh.miehei suministrada por Novo-Nordisk oscilé entre 8,4 mg/ml y 7.7 mg/ml. El

valor promedio que se considerté fue: (8,140,3) mg/ml, considerado con un 95 % de certeza.

OL3.2.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESTERASICA

La actividad esterasica de la lipasa cruda de Rh.miehei se determind en funcion de
la éantidad de p-nitrofenol liberado durante la reaccion de hidrélisis, en medio alcalino
(pH=7.8), del acetato de p-nitrofenilo. El aumento de absorbancia producido a 400 nm se

correlaciona con la cantidad de p-nitrofenol liberado. (pKa del p-nitrofenol = 7,04)

O
I lipasa de Rh.michei ;
CHy—C—O0—( H—No, —CmBlhmidher oy -
3 y) ampon pF= 7.8 CH3— COOH + HO NO,
acetato de p-nitrofenilo acido acético pitrofenol

Esquema 21: Reaccion de hidrélisis del acetato de p-nitrofenilo.

Reactivay
* sustrato: disolucion de acetato de p-nitrofenilo (pNPA) en acetonitrilo (0,75 mM)
* tampon de trabajo: Trs-HC] (0,1M) pH=7,8

Espectros de absorcién
Para establecer la longitud de onda de estudio de la reacciéon de hidrélisis del acetato

de p-nitrofenilo se obtuvieron los espectros de absorcion UV-vis del sustrato (acetato de p-

nitrofenilo) y del producto (p-nitrofenol), para comprobar la longitud de onda de trabajo en
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la cual la absorbancia del p-nitrofenol debe ser maxima, mientras que la absorbancia del
acetato de p-nitrofenol debe ser nula.

Se preparé una disolucion (0,1M) de acetato de p-mitrofenilo en acetonitrilo. A
contmuacion, en la cubeta del espectrofotometro se colocaron 0,1 ml de dicha disolucion y
2.4 ml del tampon de trabajo (Tris-HC1 (0,1M) pH=7 8), para que las condiciones en las que
se realizo el espectro fueran similares a las condiciones de reaccion. El mismo procedimiento
se siguid con el p-nitrofenol.

Comparando los espectros de la Figura 26 se tomd la longitud de onda de 400 nm para

dicho estudio.

Absorbancia (D.Q)
2.50 -p 1 -y 1 T

HE e I B T SR HT

| wame— KPP

156

1.00

c.50

Ji . | B P N T S

I\ 400 500
longitud de onda

0.00
200 s}

Figura 26: Espectros de absorcion UV-vis del acetato de p-nitrofenilo y del p-nitrofenol

En la cubeta de muestra se colocaron 2,4 ml de tampon Tris-HCl (0,1 M) pH= 78y
un volumen determinado de lipasa cruda de Rh.miehei, colocando agua como referencia en
la otra cubeta. La reaccion se dispard al afiadir un volumen determinado de una disolucién

de acetato de p-nitrofenilo en acetonitnilo (2,5 mM). La reaccién se llevo a cabo a 37 °C,
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cuantificando el incremento de absorcidn, debido a la liberacion de p-nitrofenol, a A= 400 nm
durante 100 s. La velocidad inicial se calculé ajustando el primer tramo de la curva
absorbancia-tiempo a una recta y midiendo su pendiente, la cual se expres0 como
AAbs,,/min. Para correlacionar esta medida con los moles de sustrato hidrolizado se realizé
una recta de calibrado (ecuacion 25) en la que se representé la absorbancia final de cada
ensayo frente a la concentracién de sustrato en la cubeta de reaccion (Figura 27). Para obtener

el valor de absorbancia final se dejo transcurrir la reaccién hasta alcanzar la saturacién.

Absorbancia (D.O,)

2.00
1.80
1.60 }_
1.40
1.20

1.00 |

80

2

0.00 1 ! 1 L |
.00 02 04 08 08 A0 A2

[p-nitrofencl: ] (mi)

Figura 27.. Recta de calibrado del p-nitrofencl
Los parametros y la ecuacion de la recta de calibrado obtenida, considerando una

regresion lineal con pesos estadisticos proporcionales a la desviacion estandar de cada grupo

de tres medidas, es la siguiente;

Absorbancia = (18,610,2) [pNPA (mM)] - (0,11540,009) [25]

N =24 R = 0996
tp= 1,8 t122 (wm00ny= 1,72
FSNDexp= 2686 F,, (=008) 2,96
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dado que Fyyp,,, es mayor que Fyyp o 12 ecuacion es efectivamente significativa con, al

menos, u 95 % de certeza.

El valor de la pendiente de esta recta, segin la ley de Lambert-Beer, equivale al

coeficiente de extincion molar (g€) del p-nitrofenol en estas condiciones.

g= (18,6 £ 0,2) mM™" cm™

De esta forma, al cuantificar el coeficiente de extincion molar (¢) del producto de la hidrélisis
enzimatica del pNPA, se pueden convertir los datos de AAbs / min, calculados por el
espectrofotometro UV-visible, en medidas de A[c] / At. Este mcremento, cuantificado durante
los primeros 100 s, permite calcular la velocidad inicial de hidrédlisis, parametro que se

empleard como medida de la actividad esterasica de las preparaciones enzimaticas analizadas.

II1.3.3.- DETE A L

La actividad lipasica se determiné empleando tres métodos, dos de ellos basados en
la hidrolisis de aceite de oliva y uno basado en la hidrolisis de tributirina.

Para el método de la tributinna y para uno de los métodos con aceite de oliva los
ensayos se llevaron a cabo en un sistema potenciométrico de valoracion a pH constante (pH-
stato} de la casa Crison formado por:
unidad central: Micrott 2022
unidad de valoracion: Microbur 3031

unidad de agitacion;, Microstirrrer 2038

electrodo combinado de pH

modulo registrador: impresora Epson LX-800

bafio de termostatizacion del reactor.,
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II1.3.3.a.- Hidrglisis del aceite de oliva,

Para la hidrélisis del acette de oliva (emulsién al 50% (v/v) de la casa Sigma) se
emplearon dos métodos, ambos basados en la valoraciéon volumétrica del acido liberado
durante 1a reaccion de hidrolisis catalizada por la lipasa de Rh.miehei, usando como agente
valorante una disoluciéon de NaOH ImM._En el método A el acido liberado se neutralizé
durante el transcurso de la reaccién empleando un pH-stato. En el método B la valoracion se

hizo a "punto final".

I1.3.3.a.1.- Método A

Reactivos

* sustrato Sigma: emulsion de acette de oliva al 50 % (v/v) con 0,1 % de azida sodica
como conservante, de la casa Sigma. FEste sustrato se diluyd
previamente al 20 % en tampon de trabajo.

* tampon de trabajo: tampon fosfato (2mM) pH=7.2

* disolucion valorante: NaOH (1mM) de factor = (0,98810,002), valorada previamente

con ftalato acido de potasio.

Procedimiento_experimental:
En la cubeta de reaccion del pH-stato se afiadieron 4 ml de tampon fosfato (2 mM)

pH=7.2 y un volumen determinado de lipasa cruda de Rh.miehei. La mezcla se dejo agitando
durante 5 min para que la homogeneizacién alcanzase la temperatura deseada. Posteriormente,
se ajustd el pH del medio a 7,0, adicionando unas gotas de una disolucion de NaOH, y se
afadié un volumen determinado de una disolucién 36 mM de sustrato Sigma en tampoén. Las
velocidades iniciales se midieron utilizando un método de valoracién a pH fijo, con agitacion
constante y a 37 °C, valorando el acido liberado con una disolucion de NaOH (1 mM) f=
(0,98810,002).

El dato de veloci&ad enzimatica inicial se obtuvo ajustando el tramo intcial de la
curva, obtenida al representar los mulilitros de la disolucién de NaOH adicionados por minuto,
a una recta y calculando su pendiente, la cual se expresdé en mmoles de acido hidrolizado por

minuto,
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I11.3.3.a.2.- Método B.

Este método ha sido descrito por la casa Sigma para la determinacion de lipasas en
suero (Sigma, protocolo n® 800), basado en el método de Tietz y Fiereck®™ y consiste en la
valoracion volumétrica, al final de la reaccion, del acido total liberado durante la reaccion de

hidrolisis.

Reactivos

* sustrato Sigma: emulsion de aceite de oliva al 50 % (v/v), con 0,1 % de azida
sodica como conservante.

* tampon de trabajo: Tris-HCI (0,2 M) pH=8,0

* etanol al 95 %

* indicador: timolftaleina al 0.9 % (p/v) en etanol

* disolucion valorante: NaOH (0,05 M) de factor = (1,084:+0,003) valorada con ftalato

acido de potasio.

Procedimiento experimental

Se elaboro una recta de calibrado de la cantidad de acido hidrolizado frente a los
miligramos de proteina, haciendo ensayos por triplicado para distintas cantidades de lipasa
nativa de Rh.miehei.

Para cada cantidad de lipasa se prepararon tres tubos de ensayo con 1,2 ml de agua,
0,5 ml de sustrato Sigma, 1,5 ml de tampoén de trabajo y una cantidad variable de lipasa de
Rh.miehei. Los tubos se agitaron y se dejaron incubando durante 3 h a 37 °C para que la
reaccion de hidrélisis se desarrollara. Paralelamente, se realizaron ensayos en blanco, por
triplicado para cada cantidad de lipasa, con agua en lugar de Lipozyme® 10000L y se dejaron
incubando en las mismas condiciones.

Al cabo de las tres horas se verti6 el contenido de cada tubo en su correspondiente
erlenmeyer, en el que previamente se habia adicionado 1,5 ml de etanol y 4 gotas de
timolftaleina. El acido liberado se valoré afiadiendo NaOH (0,05M) hasta que la dilucion vird
de mmcoloro a rosa. Se calculdé la cantidad media de NaOH gastada en los tres ensayos
realizados para cada cantidad de lipasa y se le resto la cantidad media gastada en los

correspondientes ensayos en bianco; los m! de NaOH que resultan de esa diferencia se
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multiphcaron por un factor de conversion (280) de unidades lipasicas convencionales en
unidades lipasicas internacionales™

El ensayo se realizo para un intervalo de concentracién de proteinas entre 0,7 y 53,3
mg, pero el tramo recto de la curva UL/l mgproteina solo llegd hasta 40 mg proteina; por lo
tanto, ese es el intervalo que se considerd para la recta de calibrado.

Los parametros y la ecuacion de la recta de calibrado obtenida, considerando una
regresion lineal con pesos estadisticos proporcionales a 1a desviacion estandar de cada grupo

de tres medidas, es la sigwente:

actividad hidrolitica (UI/1) = (16%2) (mg proteina) + (1635137} [26]

N =24 R = 0,833
bexp™ 7,06 L2 (omn09)™ 118
FSND:);:p= 49!9 . FSND 1.22 (a=0‘05)= 1,39

dado que Fyyp,,, €s mayor que Foypupuei. 1@ €cuacion es efectivamente significativa con, al
menos, un 95 % de certeza.
En la Figura 28 se representaron, ademas de la recta de regresién, el intervalo de

confianza y el mtervalo de prediccién.

sctividad lipdeice UV
4000 r——_—w__—_————ﬁ‘

3] | N | | A

0 10 20 30 40
[proteinas] (mg)
Figura 28: Recta de calibrado de actividad lipasica frente a cantidad de proteina, con 95 % de certeza.
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En las reacciones con lipasa inmovilizada de Rh.miehei (Lipozyme™ IM20} el
procedimiento experimental segmdo fue muy simular al de la lipasa nativa, con [a Unica
diferencia de que se afiadieron 3ml de agua, en los tubos donde se desarrolld la reaccion, para
aumentar ¢l volumen y poder observar mejor el viraje de color durante la valoracion

volumeétrica.

I11.3.3.b.- Hidrdlisis de tributirina

Este método, que es experimentaimente semejante al método A de hidrolisis de aceite
de oliva, se basa en la determinacién de la actividad lipasica en funcion de la hidrolisis de
tnbutirina catalizada por ambas enzimas. Este es el método recomendado por Novo-Nordisk

para la determinacién de la actividad lipasica®™

Reactivos

* sustrato: tributirina emulsificada. La emulsion se preparé diariamente y se mantuvo
con agitacion constante. En un matraz de 100 ml se afiadieron 5 ml de tributirina, 16,6
m! de emulsificante y se completé con agua. A continuacidn, se sonico en un bafio de
agua durante 15 mn.

* emulsificante. se prepara cada mes. En un vaso de precipitados se afiadieron 895 g de
cloruro sédico (NaCl), 0,20 g de fosfato potasico diacido (KH,PO,), 200 ml de agua
y 270 ml de glicerina. Se agito la mezcla y se adicionaron poco a poco 3 g de goma
arabiga. cuando todo estuvo bien disuelto se pasé a un matraz de 500 ml y se enraso
con agua,

* solucion valorante: NaOH (0,05M) f= (0,97510,001), valorada previamente con ftalato

acido de potasio,

Procedimiento experimental

Para un ensayo estandar, en la cubeta del pH-stato se afiadieron 5 ml de tributirina
emulsificaday 5 mi de agua y una cantidad determinada de lipasa. Se ajusto el pH del medio
a 7,0 y comenzo la valoracion volumétrica con NaOH (0,05 M) f=(0,97530,001).

Para determinar la actividad lipasica se tomé el tramo inicial de la curva de valoracion

y se calculé su pendiente. La velocidad enzimatica inicial se cuantificéd siguiendo el mismo
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procedimiento que en el método A de hidrolisis de aceite de oliva.

I11.3.4.- DESORCION POR ABRASION DE LA LIPASA INMOVILIZADA DE

Rhizomucor miehei.

Se intentd separar la enzima inmovilizada comercial (Lipozyme® IM20) de su soporte,
sometiéndola a la accion de un medio fuertemente acido {HC1 0,1M), otro medio fuertemente
alcalino (NaGH 0,1M) y un medio neutro (tampon Tris-HC1 (0,1M) pH=7,0), para lo cual, se
prepararon 3 lotes de 300 mg de Lipozyme™ IM20 y cada uno de ¢llos se suspendio en 10 ml
del correspondiente medio. Las disoluciones se mantuvieron en agitacion durante 96 h en un
bafio termostatizado a 37 °C. Pasado ese tiempo, se filtraron con una placa filtrante del n® 4
y se determind la concentracion de proteinas (por el método del Biuret; ver [f1.3.1.a.)) en los
liquidos de filtrado, para comprobar si la enzima se separd del soporte, tras alguno de estos
tratamientos.

Posteriormente, se llevé a cabo un tratamiento similar con ciclohexano, disolvente
organico que se utilizara posteriormente en reacciones de sintesis de ésteres. Se mantuvieron
300 mg de Lipozyme® IM20 en contacto con 10 ml de ciclohexano durante 72 h a 37 °C.
Pasado este tiempo, se procedio a la extraccion con 3x5 ml de agua destilada/destonizada, de
la posible proteina que se hubiera desorbido y se llevé a cabo una cuantificacion por el

método del biuret de la cantidad de proteina en dicha fase acuosa.

II1.3.5.- ELECTROFORESIS
Las electroforesis SDS-PAGE (dodecil sulfato soédico en gel de poliacrilamida) se

262

realizaron sigmendo el sistema Laemmli***. El gel separador era de un gradiente 10% v el gel
concentrador de un 5 %. Las muestras se sometieron a condiciones reductoras tratandolas con

{-mercaptoetanol.
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H1.4.- SEMIPURIFICACION DE LA LIPASA DE Rh. miechei.

En la presente Tesis Doctoral se llevd a cabo la semipurificacion de la lipasa cruda

de Rhizomucor miehei, para lo cual se emplearon dos tipos de métodologias:

a).- basados en la separacion de proteinas en funcion de su tamafioc molecular

(ultrafiltracion y dialisis)

b).- basados en la separacion protéica por diferencias de solubilidad

(precipitacion con sulfato aménico)

I1.4.1.- SEMIPURIFICACION DE ENZIMAS EN FUNCION DE SU PESO
MOLECULAR.

Debido al elevado peso molecular de las proteinas, es posible la separacidon de
moléculas de pequefio tamafio que puedan contaminarias empleando métodos sencillos, los
cuales también pueden ser utilizados para la resolucién de mezclas de proteinas. Los métodos
utilizados en la presente Tesis Doctoral, basados en este principio han sido la ultrafiltracion,

y la dialisis.

Ol.4.1.a.- Ultrafiltracién

La ultrafiltracion es un proceso de separacion de proteinas de pequefio tamafio por
filtracion a través de una membrana semipermeable con un determinado tamafio de poro, con
ayuda de la fuerza centrifuga y una corriente de nitrégeno, que puede ser aplicada en sentido

paralelo al flujo o de forma tangencial®**.

El aparato de ultrafiltracion empleado fue un modelo UHP-43 de Micron Analitical,
conectado a una corriente de nitrégeno y con agitacion constante. Las membranas de
ultraflltracion fueron membranas Diaflo modelo YM10 de Amicon, que dejan pasar a su
través particulas de peso molecular inferior a 10 kD. La ultrafiltracion se llevo a cabo en

camara fria a 4°C.
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Procedimiento experimental
Se ultrafiltraron 25 ml de lipasa cruda de Rh.miehei (Lipozyme® 10000L). En el

momento en que €l volumen del residuo quedd por debajo de la hélice del aparato de
ultrafiltracion se di6 por finalizado el proceso. Los liquidos ultrafiltrados se recogieron en una
probeta, se midié su volumen y se determiné la concentracion de proteinas por el método del
biuret (ver I11.3.].a.).

Posteriormente, se restituyé el volumen de los liquidos de filtrado afiadiendo al residuo
la misma cantidad de agua y se volvio a ultrafiltrar. Este proceso se repitid catorce veces; la

membrana se cambid tras la octava ultrafiltracion.

I11.4.1.b.- Diilisis

La didlisis es otro método de separacion de proteinas en funciéon de su tamafio
molecular. En este caso se utiliza una membrana semipermeable de celofan con un tamaiio
de poro determinado,.que retiene las sustancias de mayor peso molecular dejando pasar hacia

el medio acuoso, en el que esta sumergido la membrana, las particulas menores®*.

Las membranas de dialisis empleados son de tamafio 2 (30 m x 14,3 mm) de Medicell
International Ltd. (Londres, Reino Unido) Estas membranas dejan pasar a su traves
moléculas de peso molecular inferior a 12000-14000 daltons. El peso molecular de la lipasa

cruda de Rh.miehei es de aproximadamente 30 kD ***

rocedimi

Debido al caracter fuertemente acido de la lipasa de Rh.miehei las membranas de
dialisis se rompian con facilidad. Por esta razon, para dializar 15 ml de lipasa cruda se
utilizaron 3 membranas diferentes, con 5 ml de lipasa cada una. A continuacién, se colocaron
en un bafio con 20 1 de agua destilada/desionizada durante 48 h, renovando el agua del baiio
cada 24 h. -

La lipasa dializada se dividié en dos lotes. Con uno de ellos, se hicieron ensayos de
actividad esterasica (ver [11.3.2,) y lipasica (siguiendo el método A de hidrolisis de aceite de
oliva,ver 111.3.3.a.) y se determind la concentracion de proteinas por el método del biuret (ver

r3.1a)
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El otro lote se centrifugd a 5000 rp.m. durante 30 min a 4 °C. El sobrenadante
(denominado DC), se recogié y se determinaron sus actividades lipasica y esterasica, asi
como, su concentracién de proteinas por el método del biuret. El residuo se diluyo en agua,
para restituir el volumen micial, y se volvidé a centrifugar segin las condiciones anteriores.
Se recogiéo el nuevo sobrenadante (denominado D2C) y se llevaron acabo los ensayos
anteriores, el residud se diluyd en agua y se centrifugé de nuevo. A continuacion, se hicieron
los correspondientes ensayos tanto con el sobrenadante, denominado D3C; como con el
residuo diluido en agua.

En el Esquema 22 se representa el proceso experimental seguido.

LIPASA de Rh.michei DIALIZADA

|

centrifugacion 1

. sobrenadante L residuo
Biuret l l .
ensayos de actividad centrifugacion 2
lipasica
bC esterasica
sobrenadante residuo
Biuret l l
ensayos de actividad centrifugacion 3
lipasica
DzC esterasica
sobrenadante residuo
Biuret Biuret
ensayos de actividad ensayos de actividad
lipasica lipasica
D3C  esterasica R esterasica

Esquema 22.: Esquema del metodo de semipurificacion por dialisis y centrifugacion..
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I1.4.2.- SEPARACION DE _PROTEINAS POR__DIFERENCIA DE
SOLUBILIDAD

Las proteinas en disolucion pueden sufrir profundas varaciones de su solubilidad en

funcion del pH, la fuerza iénica, las propiedades dieléctricas del disolvente y la temperatura.
Esta caracteristica ha sido aprovechada para separar mezclas de proteinas, ya que cada una
posee una composicion en aminoacidos caracteristica, la cual determina su comportamiento
como electrolito.
En la presente Tesis Doctoral se utilizd un método precipitacion de proteinas por
alteracion de la fuerza idénica del medio, basado en Ia adicién de sales neutras.
Este es probablemente el método mas empleado para llevar a cabo el fraccionamiento
de proteinas por precipitacidn ya que presenta una serie de ventajas®™:
a).- es un método sencillo
b).- el precipitado protéico obtenido no suele desnaturalizarse y su actividad
se recupera tras redisolverlo.
c).- la adicién de sales neutras estabiliza la proteina frente a procesos de

desnaturalizacion, proteolisis 0 contaminacién microbtana.

La mayoria de los grupos hidréfobos de las cadenas laterales de los aminoacidos de
las proteinas se colocan hacia el interior de la molécula. No obstante, algunos de ellos se
disponen en la superficie formando una serie de agrupaciones hidrofobas, que no interaccionan
con las moléculas de agua, ni con los grupos 10nicos del medio. El grado de solubilidad de
una determinada proteina esta en funcion de la distribucion de dichas agrupaciones hidrofobas

superficiales y de su relacion con las zonas hidréfilas de la proteina (Figura 29).
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Cf agua
@ catién

@ anion

& zona hidréfoba
@ zona con carga negativa

@ 70mna con carga positiva

Figura 29: Representacion esquematica de las areas cargadas de la superficie de una
proteina interaccionando con los 1ones del medio. Las areas hidrofobas superficiales
de la proteina interaccionan con moléculas de agua, las cuales forman una matriz
ordenada alrededor de esas areas.

Al afiadir sales al sistema, los 10nes salinos son solvatados por moléculas de agua. Si
la concentracion de sales es muy elevada, las moléculas de agua que rodean a la proteina se
desplazan para solvatar el exceso de 1ones del medio, dejando expuestos los agrupamientos
hidrofobos de la superficie protéica. De esta forma, se produce la interaccion entre los
agrupamientos hidréfobos de distintas moléculas de proteina formando el correspondiente
precipitado. Por tanto, las proteinas que presentan mayor cantidad de agrupamientos
hidrofobos superficiales se agregaran mas facilmente. Los agregados formados son una mezcla
de diferentes proteinas, por lo que la concentracion de sal necesaria para lograr la
precipitacion dependera de cada caso concreto. Ademas, dado que cada proteina tiene una
composicion de aminoactdos caracteristica, su comportamiento frente a la adicion de sales

también sera diferente. Por esta razon se deben preparar una serie de disoluciones saturadas
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con distinta cantidad de la correspondiente sal, y asi poder establecer la cantidad de sal
necesaria para la proteina objeto de estudio.
II1.4.2.a.- Factores a considerar

II1.4.2.a.1.- Naturaleza de la sal utilizada.

Para determinar el tipo de sal adecuada para la semipunficacion de proteinas por
precipitacién hay que analizar una serie de factores:

* . el anid

[a efectividad de la sal empleada viene determinada principalmente por la naturaleza
del anion. Los aniones multivalentes son los mas efectivos por este orden:
fosfato ) sulfato ) acetato ) cloruro
No obstante, dado que a pH neutro el i6n fosfato se encuentra como mezcla de HPO,™

y H,PO,, desde el punto de vista practico el mas adecuado es el anién sulfato.

x ! Il .

Aunque tienen menos influencia en este método, también es un factor a considerar.
Los cationes mas adecuados son los monovalentes por este orden:

amonio ) potasio ) sodio

" o de solubilidad delasal

Este factor es importante, ya que se suelen emplear elevadas concentraciones salinas

hasta lograr la precipitacion de la proteina. Por esta razon las sales de potasio no son

adecuadas debido a su escasa solubilidad en agua

* densidad.-de | i L

Es necesario considerar la densidad de la solucién salina en relacion con la densidad

del agregado protéico, ya que la diferencia entre ambas densidades determinara la facilidad

de la separacion por centrifugacién del agregado protéico de la masa liquida.

. imica de la sal

La sal utilizada debe presentar pocas impurezas y debe ser economica.
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Teniendo en cuenta todos estos factores se eligié el sulfato amonico como sal
precipitante, puesto que:
) * presenta un buen grado de solubilidad (una solucion saturada en agua es
aproximadamente 4M}

* Ja pureza y el precio del sulfato amonico comercial son bastante aceptables.

El Unico inconveniente inherente a este método es que la protema senupurificada
contendra crerta cantidad de sulfato amoénico, por lo que no se deben utilizar métodos de
cuantificacion de proteinas, en los que pueda interferir el sulfato amonico. El método

recomendado es el método de Bradford®®.

[I1.4.2.a.2.- Cantidad de sal afadida al medio

Como se ha indicado. anteriormente, cada proteina requiere una determinada cantidad
de sal para precipitar. Por esta razon, es necesario preparar un gradiente de disoluciones
enzimaticas con distinto grado de saturacion de la sal. A continuacion, es necesario analizar
con que grado de saturacidn salina precipitan las proteinas de la disolucion enzimatica; asi
como determinar la concentracién protéica y la actividad enzimdtica de cada uno de los
precipitados obtentdos. De esta forma, se determimna la cantidad de la correpondiente sal
necesaria para obtener la proteina activa y en mayor concentracién. La cantidad de sal afiadida
se expresa en porcentaje de saturacion, asumiendo que el extracto protéico disuelve la misma
cantidad de sulfato amonico que el agua pura. Asi, para calcular los gramos de sulfato
amonico que deben afiadirse a un litro de agua a 20 °C para obtener una concentracion

determinada, se emplea la siguiente ecuacién

533 (S, - 8,

g = [27]
100 - 0,3 S,

donde S,= concentracion inicial y $; = concentracién final.
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111.4.2.2.3.- Temperatura del medio.
La temperatura a la cual se lleva a cabo la precipitacién es muy importante, ya que
al aumeniar la temperatura, disminuye la solubilidad de las proteinas, por lo que la

temperatura utilizada habitualmente es de 4°C.

I11.4.2.c.- Procedimiento experimental

Como se indicd anetriormente, dado que cada proteina tiene una composicion de
aminodcidos caracteristica, su comportamiento frente a la adicion de sales también sera
diferente. Por esta razén se prepararon una serie de disoluciones con distinto grado de
saturacion de sulfato amonico, para asi poder establecer la cantidad de sal adecuada para
precipitar 1a lipasa de Rh.miehei.

Previamente se pulvertzo el (NH,),S0O, con ayuda de un mortero y se preparo una
disolucion 1/10 de lipasa de Rh.miehei en tampém Tris-HCl (50 mM) pH=7.5. A continuacién,
se tfomaron 7 muestras de 25 ml cada una y se les adicioné poco a poco una cantidad variable
de (NH,),S0,, para obtener un gradiente de disoluciones saturadas. En la Tabla 12 aparece

la cantidad de (NH,),SO, afiadido en cada caso y el grado de saturacion alcanzado®®,

Tabla 12: Cantidad de sulfato amonico anadido a 1a disolucién enzimética para obtener
distintog grados de saturacion salina.

% saturacién N (NH,),S0, (g)
20 2,67
30 4,15
) 5,72
50 7,37
60 9,15
70 11,05
80 13,07

Cada disolucion se agitdé durante 1h a 4 °C. Postenormente, se centrifugaron a 5000
rp.m. a 4 °C durante 40 min.

En las disoluciones al 20, 30 y 40 % de saturacion no aparecio ningun precipitado; por
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tanto, con ellas no se continud el proceso.

El sobrenadante de las disoluciones al 50, 60, 70 y 80 % de saturacion, en las que si
hubo précipitacion, se retird y el residuo se diluyo en 10 ml de tampdn Tns-HCI (50 mM)
pH=80_ A continuacion, cada residuo diluido se dividi6é en dos lotes {A y B).

Con los lotes (A) se hicieron ensayos de actividad esterasica (ver /11.3.2.) y lipasica
(siguiendo el método A de hidrolisis de aceite de oliva; ver II1.3.3.a.). Asimismo, se
determiné su concentracion de proteinas por el método de Bradford (ver [11.3.1.5.) ya que con
el método del biuret podian existir interferencias entre los grupos amonio de la proteina y
los del (NH,),SO, al reaccionar éstos con las sales de cobre del reactivo de biuret®’.

Los lotes B se dializaron con una membrana de dialisis de 30 m x 14,3 mm vy se

lioftlizaron. Posteriorniente, se realizaron también ensayos de actividad lipasica y esterasica

y se determin® su concentracidon de proteinas por el método de Bradford.
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ILS.- INMOVILIZACION DE LA LIPASA DE Rhizomucor miechei.

En la presente Tesis Doctoral se llevé a cabo la inmovilizacion de la lipasa de
Rhizomucor miehei ‘pbr unidén covalente con silice, previamente activada via 2.4,6-tricloro-
1,3,5-triazina (TCT) (ver [1.4.6.).

Como ya se indico en la Introduccion, los procesos de inmovilizacion por enlace
covalente se desarrollan en dos etapas, ya que el proceso de activacion del soporte se lleva
a cabo en condiciones drasticas, que pueden alterar la estabilidad de la enzima. Las dos fases
del proceso son:

a) activacion de la silice via 2,4,6-tricloro-1,3,5-trtazina (TCT)

b) inmovilizaciéon de la enzima sobre silice activada

La silice utilizada fue Kieselgel 40 de Merck, que presenta las siguientes
caracteristicas texturales: diametro de particula: 0,063-0,2 mm
superficie especifica: 239 m*/g
diametro medio de poro: 9,5 A

volumen de poro acumulado: 0,57 cm’/g

OL.5.1- ACTIVACION DEL SOPORTE
La activacion del soporte, silice en este caso, se realizd por reaccion con 2.4 6-tricloro-
1,3,5-triazina (TCT) (Esquema 23). La optimizacion de esta metodologia fue llevada a cabo

por miembros de nuestro grupo de trabajo®*

Cl O
OH >=— N Actwacaén % >— N

+ N ,> a ]NMOVILIZACION
) de la silice

N Enz-
Cl}- }—N Z-NH2 >—N
Silice 2,4.6-tricloro-1,3, 5-triazina

Esquema 23: Activacion de la silice con 2,4,6-tricloro-1,3 5-triazina (TCT)

En un matraz se afiadieron 25 g de Silice, 250 ml de tolueno seco, 7,5 g de 2.,4,6-

tricloro-1,3,5-triazina y 15 ml de N,N N-trietilamina. La mezcla se mantuvo a reflujo a 60 °C
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durante 4h. A continuacion, se procedio al lavado del soporte, para lo cual la silice activada
se filtré a vacio con un embudo Buchner y se lavd con 250 ml de tolueno seco y con acetona

previamente pura hasta que la silice se decoloro.

IIL5.1.a.- Medida del grado de activacion

El grado de activacién de la silice se midid en funcion del tanto por ciento de TCT
unida, para lo cual se hi1zo una determinacién de cloruros tanto del soporte activado como en
los liquidos de lavado siguiendo el método de Mohr**’

Para la valoracién de los cloruros de los liquidos de filtrado se tomaron 5 m! de dichos
liquidos, se aftadieron 10 ml de NaOH (0,1 M) y la mezcla se agité durante 5 min. A
continuacion, se separaron ambas fases en una ampolla de decantacion y se repitio el proceso
dos veces mas. Posterijormente, se unieron las tres fases acuosas, de las cuales se tomo 1 ml,
que se mezclo con tampon fosfato/NaOH (0.1 M) pH= 7,0 y con 005 g de K,CrO,,
valorandose la mezcla con una disoluciéon de AgNQ, (0,1M), hasta la formacion de un
precipitado rojo de Ag,Cr,O,.

Para la valoracion de los atomos de cloro remanentes en el soporte activado se
tomaron 0,1 g de éste y se tuvieron en agitacion, durante 2 h a temperatura ambiente, con 10
mi de NaOH (0,1 M). A continuacion, se tomod 1 ml de 1a disolucion y se valoraron los inoes
cloruro de forma analoga al caso anterior. En los dos casos se hicieron ensayos en blanco para
determinar la posible existencia de cloruros en el disolvente organico, solucion de NaOH,

tampon, etc.

ILS5.2.- INMOVILIZACION DE LA LIPASA DE Rhizomucor michei

En la presente Tesis Doctoral se inmovilizaron la lipasa de Rh.miehei cruda
(Lipozyme® 10000L) y semipurificada por precipitaciéon con un 50% de saturcidon de sulfato
amonico, ya que éste fue el proceso de semipurificacidén con el que se obtuvieron mejores

resultados. El procedimiento seguido con ambas enzimas fue el mismo.

Procedimiento experimental
Se prepard una disoluciéon (5,16 mg proteina/ml) de hipasa cruda de Rh.miehei en
tampén Tris-HC1 (0,1M) pH= 8,0. En &l caso de la lipasa semmpurificada el precipitado
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obtenido se disolvié en el mismo tampon.

11 g de silice activada y 100 ml de la disolucion de lipasa se agitaron, durante 49 h
a 4 °C, A continuation, se filtré a vacio con un embudo buchner y el residuo se lavo con
tampén Tris-HCI (0,1M) pH= 8,0 hasta que los liquidos de lavado dieron negativo el ensayo

del Biuret, es decir, hasta que no hubo proteinas en los liqudos de lavado.

I11.5.2.2.- Determinacién de la carga protéica del derivade
La carga protéica del derivado inmovilizado se determiné por diferencia entre el

contenido protéico de la disolucién enzimatica inicial y los liquidos de lavado. El método de

determinacion protéica utilizado fue el método del biuret (ver 111.3.1.a.)

IIL.5.2.b.- Determinacign de la actividad retenida del derivado

Para calcular el porcentaje de actividad retenida se hizo un ensayo estandar de
actividad hipasica con tributirina (ver I11.3.3.b.) a la disolucion enzimatica inicial y al derivado
inmovilizado. La actividad lipasica, obtenida en cada ensayo, se expresd por miligramo de
proteina con fines comparativos. La concentracion protéica de la disolucion enzimatica inicral
se determind por el método del Biuret y la concentracion protéica del denvado inmovilizado

se determind en funcion de la carga enzimatica calculada anteriormente.

HL53.: ESTUDIOS DE FESTABILIDAD TERMICA DE LOS DERIVADOS

INMOVILIZADOS.

Para estudiar ia estabilidad térmica de los denivados inmeovilizados obtenidos, frente
a la enzima cruda y semipurificada de Rh.miehel, se almacenaron tanto los derivados como
las enzimas a 37 y 50 °C. A continuacion, se analizd la actividad lipasica de cada uno de ello,
tras un determunado tiempo de almacenaje, haciendo ensayos de hidrolisis de tributinna (ver

[11.3.3.5.)

Procedimiento experimental
El medio utilizado para almacenar las enzimas presentaba la misma composicion de
sales mmorginicas que el emulsificante en el que se prepard el sustrato de la reaccion de

hidroélisis de tributirina, es decir 1,8 g de NaCl y 0,041g de KH,PO, completando con agua
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hasta 100mi.

Las lipasas cruda y semupurificada de Rh.miehei se diluyeron en el medio de
almacenaje y se mantuvieron a 50 y 37 °C, analizando su actividad lipasica cada cierto
tiempo.

Para analizar la estabilidad de los derivados inmovilizados se prepararon pequefias
muestras (2 por cada tiempo estudiado) con 50 mg de derivado y 0,2 ml del medio de
almacenaje. Estas muestras se almacenaron a 50 y 37 °C de temperatura durante un

determinado tiempo, tras el cual se analizo su actividad lipasica remanente.

II1.5.3.a.- Ajuste estadistico de las curva de termoestabilidad obtenidas.

L.a actividad lipasica obtenida tras un determinado tiempo de almacenaje a 37 y 50 °C
de cada enzima se expresd en porcentaje de actividad retenida. Los resuitados obtenidos se
representaron frente al tiempo de almacenaje (horas) y las curvas de desactivacion obtenidas

se gjustaron a un modelo exponencial decreciente con ayuda del programa EXFIT del paquete

integrado SIMFIT, version 4.0 ***
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I1.6.- SINTESIS QUIMICA DE ESTERES BUTILICOS DE
ACIDOS (R.S) 2-ARILPROPIONICOS.

Para la resolucién enantioselectiva de los antiinflamatorios no esteroidicos derivados

del acido (R,S) 2-arilpropidénico, se planteé una metodologia basada en la hidrolisis
enantioselectiva de los ésteres butilicos de dichos 4cidos. Para poder llevar a cabo esta
hidrélisis se sintetizaron, por via quimica, los correspondientes ésteres siguiendo la
metodologia descrita a continuacion.

Los sustratos de partida fueron las mezclas racémicas de los acidos;
(R,S) 2-(4-1sobutilfenil)propidnico (Ibuprofeno)
(R,S) 2-fenilpropiénice
(R,S) 2-(3-benzoilfenil)propidnico (Ketoprofeno).
(S) 2-(6-metoxi1-2-naftil)propidénico (Naproxeno) y (R) 2-(6-metoxi-2-naftil )propidnico

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén ('H-RMN) se reistraron
en un aparato Bruker, modelo 250. Como referencia interna se utilizo tetrametilsilano (TMS).
Los datos de los desplazamientos quimicos se expresaron en & (ppm). Para la wnterpretacidn
de primer orden se emplearon las siguientes abreviaturas: singlete (s), doblete (d), triplete (t),
cuadruplete (¢) y muitiplete (m).

Los analisis elementales cuantitativos fueron realizados en el Servicio de Microanalis
de la Universidad Complutense. El analizador utilizado es un modelo 2400-CHN de Perkin-
Elmer.

Los espectros infrarrojo (IR) se registraron en un espectrofotémetro Perkin-Elmer

modelo 283, utilizando pelicula de poliestireno para la calibracion del aparato.

(R.S) éster butilice del Ibuprofeno.
Se disolvieron 10 g de acido (R,S) 2-(4-1sobutilfenil)propiémico (Ibuprofeno) en 40 ml

de l-butanol y se afiadieron unas gotas de H,SO, para acidificar el medio. La mezcla se
mantuvo a reflujo durante 18 h. A continuacién, se siguid un procedimiento analitico de

extraccion para separar el acido y el éster. Para ello, se afiadieron 20 mi de aguay 20 ml de
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acetato de etilo. La mezcla se agito bien vy se separaron dos fases (acuosa y organica) en una
ampolla de decantacion, la fase acuosa se volvi¢ extraer dos veces mas con acetato de etilo.
Posteriotmente, se reunieron las tres fases acuosas y se les afiadié 20 ml de NaOH (0,5 M),
para formar la sal sédica del acido y de esta forma separarla del éster que quedo en la fase
organica; tras separar estas dos fases, la orgénica se tratdo dos veces mas con la disolucion de
NaOH {0,5M). Se juntaron las tres fases orgéinicas que contienen el éster butilico v se desecéd
con CaCl, anhidro, el cual se retird posteriormente por filtracion. Finalmente, se elimuné el
acetato de enlo por evaporacion.
Rendimiento: 88 % en producto aisiado.
'H-RMN (CDCl,, 250 MHz): 8= 7,3-7,0 {(m,4H); 4,1 (t, 2H); 3,7 (c, 1H); 2,45 (d, 2H);
1.4 (m, tH); 1.5 (4, 3H); 1.3 (m, 4H); 0.9 (t, 3H); 0,85 (t, 6H)
IR (film)(v ecm™): 3040, 2957, 1732, 1626, 1165.
Analisis elemental:
calculado para C. H,O. C=7782% ,H=999%
encontrado: C=77T00% ,H=970%

H1.6.2.- (R,S) éster 2-fenilpropionate de butilo.

Se parti6 de 5 g del correspondiente acido disuelto en 50 ml de butanol. A la mezcla
se le afiadio, gota a gota, 5,09 mi de SO,CI (relacion molar 1:2) y se dejo a refluyjo durante
una noche. Posteriormente se concentro en rotavapor la solucion hasta 1a mitad de su volumen
aproximadamente y se le adiciond C1,CH saturado de amoniaco (110 ml). Finalmente se filtro
el NH,CI formado y se concentré la solucion de cloroformo. Para purificar el producto se
columné en silica gel utilizando n-hexano/acetato de etilo (13/3) como eluyente.

Rendimiento: 86 % en producto aislado

'H-RMN (CDCl,, 250 MHz): 3= 7,4-7,2 (m, 5H); 4,15 (1,2H); 3.7 (¢, 1H); 1.5 (d, 3H);

1,3 {m, 4H); 0,9 (t, 3H)

IR (film)(v cm™): 3070, 3040, 2970, 1740.

Analisis elemental:

calculado para C,H,0O.. C=7569% ,H=8280%
encontrado: C=7552% ,H=867%
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I11.6.3.- (R,S) 2-{6-metoxi-2-naftil)propionato_de butilo.

La metodologia de esterificacién seguida fue igual que en el caso del 2-fenilpropionato

de butilo. Sin embargo, 1a purificacion se llevo a cabo mediante un proceso de recristalizacion
en hexano seco caliente (a reflujo) dejando que se enfrie lentamente a temperatura ambiente
durante una noche.
Rendimiento: 83 % en producto aislado
'H-RMN (CDCl,, 250 MHz): 8= 7,1-7.7 (m, 6H); 4.1 (t, 2H); 3.9 (s, 3H); 3.85 (m,
1H), 1,6 (d, 3H); 1,3 (¢, 4H), 0.9 (t, 3H)
IR (film){v em™): 3055, 2953, 1724, 1607
Analists elemental:
calculado para C,H.O.: C=7996% _,H=820%
encontrado: C=8000% _H=790%

IIL.6.4.- (R,S) 2-(3-benzoilfenil)propionato de butilo

(R.S) éster butilico de Ketoprofeno.

La metodologia empleada fue la misma que en el caso del 2-fenilpropionato de butilo.
La purificacion también se realizé por columna rellena de silica gel utilizando diclorometano
como eluyente.
Rendimiento: 87 % en producto aislado
'H-RMN (CDCl,, 250 MHz): 8= 74-7.9 (m, 9H); 4,1 (t, 2H); 3.85 (c, 1H); 1.6 (d,
3H); 1,3 (m, 4H); 0.9 (d, 3H).
IR (film)(v em™): 3061, 2960, 1760, 1732, 1597.
Anilisis elemental:
calculado para C,H.O; C=8160% ,H=753%
encontrado: C=8140% ,H=739%
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- IIL.7.- HIDROLISIS ENZIMATICA DE ESTERES

En estas reacciones de hidrolisis de ésteres se emplearon dos metodologias debido a

la dificil reproducibilidad en la obtencion de la emulsién de los ésteres butilicos de los acidos
(R,S) 2-arilpropiénicos y a la necesidad de extraer el producto de la reaccion, ya que en las
técnicas analiticas empleadas no se pueden utilizar muestras acuosas.

La diferencia entre los dos métodos soio se basa en el procedimiento experimental, ya
que los sustratos, tampoén de trabajo, lipasas y proceso de extraccion final son semejantes.

En el Método A se dividio el volumen total de reactivos en diferentes alicuotas de 3
ml cada una, que se pararon a distintos tiempos de reaccion. Por el contrario, en el Método
B se trabajé a mayor volumen (10 ml) a un tiempo fijo para todas (143 h).

En el Método A, aunque se obtienen varios valores de rendimiento para cada reaccion,
los resultados son poco reproducibles, debido al dificil manejo del crudo de reaccion durante
la extraccion y a la dificultad de reproducir las condiciones de la emulsion. En el Método B
solo se obtiene un valor de conversion para cada reacciéon. Sin embargo, la manipulacion de
la reaccion durante el proceso de extraccion fue mucho mas sencillo y la reproducibilidad
alcanzada mucho mejor; por todo ello, éste fue el método elegido para estudiar las reacciones

de hidrolisis de ésteres de acidos (R,S) 2-arilpropionicos.

HL7.1- METODO A

Procedimiento experimental

Cada tipo de reaccion se realizé por triplicado, poniendo en cada tubo de ensayo el
éster correspondiente (0,125M) y 3 ml de tampén Tris-HC! de diferente pH, segin la reaccion.
El contenido de cada tubo se sonico a 20 watios en un cafién de ultrasonidos Branson modelo
Sonifier 450 durante 2 min hasta obtener una emulsiéon homogenea; se afiadio la lipasa cruda
(Lipozyme® 10000L)(0,4 ml) o inmovilizada (Lipozyme® IM20) (300 mg) y se colocaron los
tubos en un bafio de agua termostatizado a 37 °C. Cada reaccion se pard a un determinado
tiempo de reaccion; se extrajeron el éster remanente y el acido hidrolizado siguiendo un
procedimiento analitico de separacidn (ver [11.7.3.); se analizaron en un cromatografo de gases
fver 111.8.3.a.) para determinar el rendimiento de la reaccion y posteriormente se analizaron

en un HPLC con columna quiral (ver [11.8.3.5.) para determinar el exceso enantiomérico del
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acido hidrolizado.

Im.7.2.- METODO B

Procedimiento experimental.

Cada reaccion se llevo a cabo solo una vez pero el volumen de reaccion fue mayor
y todas las reacciones se detuvieron a un tiempo fijo de 143 h. Se eligié ese tiempo fijo de
reaccion porque el rendimiento de la reaccidn estandar (hidrélisis del éster butilico de (R,S)
Ibuprofeno (0,125 M) en tampén Tris-HCI (0,1 M) pH= 7.,0) era aproximadamente del 50 %.

En un reactor de 25 ml se afiadio el éster correspondiente en una concentracion 0,125
M y 10 ml de tampon Tris-HCI (0,1 M) de diferente pH, segin la reaccion. A continuacion,
se sonicod a 20 watios en un cafion de ultrasonidos Branson modelo Sonifier 450 durante 2
min;, cuando la emulsion estuvo bien formada (aspecto homogéneo, blanquecino y sin
coagulos), se adicioné la lipasa cruda (0,4 ml) o inmovilizada (300 mg), segin el caso. La
reaccidon se dejo transcurrir durante 143 h en un bafio termostatizado a 37 °C. El proceso
seguido a continuacion (extraccion, analisis del rendimiento de la reaccion y exceso

enantiomérico del acido hidrolizado) es el mismo que en el Método A.

IM.7.3.- AISLAMIENTO DEL PRODUCTO DE REACCION

El medio de reaccion se filtré con un filtro de pliegues, para eliminar la lipasa (en el
caso de la lipasa cruda este procedimiento fue bastante dificultoso, debido a la consistencia
viscosa de la enzima). A continuacion, se afiadieron unas gotas de H,SO,, para acidificar el
medio, y se afiadieron 20 ml de éter etilico y 10 ml de agua, para tener volumenes semejantes
en las dos fases; se agitd durante algunos minutos y en una ampolla de decantacion se
separaron la fase organica y la fase acuosa. La fase acuosa se volvio a extraer, dos veces mas,
con 20 ml de éter etilico. Finalmente, se unieron las tres fases organicas, en las que estan
diluidos el ester y el acido; se desecaron afiadiendo una punta de espatula de CaCl, anhidro,
que posteriormente se elimind por filtracion con un filtro de pliegues. El éter etilico se
elimino por evaporacion y el residuo seco se diluyd en hexano (para el Ibuprofeno y acido
2-fenilpropionico) o en éter diisopropilico (para el Naproxeno y Ketoprofeno). De esta forma
el acido hidrolizado y el éster remanente se encuentran en medio organico, preparados para

ser analizados en el cromatografo de gases y en el HPLC con columna quiral.
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I11.8.- SINTESIS ENZIMATICA DE ESTERES

Uno de los objetivos de la presente Tesis Doctoral es el estudio del comportamiento
de la Ii;;asa de Rh.miehei en medio organico como catalizador de la reaccion de sintesis
enantioselectiva de ésteres de antunflamatorios no esteroideos denvados del acido 2-anl-
propionico (AINEs).

Este estudio o hemos dividhdo en dos secciones, segun sean los factores objeto de
estudio:

1) estudio de las variables continuas o estructurales (disolvente y sustratos

{acidos y alcoholes)

2) estudio de las variables discontinuas o de operacién (temperatura, volumen
de reaccion, velocidad de agitacion, tiempo de reaccion, cantidad de
catalizador, etc.), empleando la metodologia del Disefio estadistico de

Expenimentos

H1.8.1.- ESTUDIO DE LAS VARIABLES CONTINUAS O ESTRUCTURALES,
I1.8.1.a.- Reaccidn estindar

* acido: [buprofeno (0,125 M)

alcohol: 1-butanol (0,125 M}

*

*

disolvente: ciclohexano (10 ml)

* temperatura = 37 °C

+*

tiempo de reaccion= 72 h
* enzima: lipasa cruda {Lipozyme® 10000L) (0,4 ml)
lipasa inmovilizada (Lipozyme® IM20) (300 mg)

Procedimiento experimental

Para estudiar la influencta de la naturaleza de los sustratos (acidos (RS} 2-
arilpropidnicos y alcoholes) vy disolventes se definid una reaccidn estandar, en la cual se
fueron modificando esas variables estructurales, para determinar cuales son las condiciones

optimas para la actuacién de la lipasa de Rh.miehei en estas reacciones. Este tipo de
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cada vez).

En un reactor de 25 ml se afiadieron los sustratos (acido y alcohol) y el disolvente. A
continuacion, dicho reactor, se coloco en un bafio termostatizado a 37 °C con agitacion
constante. Se dejo transcurrir la reaccion y cada cierto tiempo se tomaron alicuotas de 0,1 ml,
las cuales se diluyeron en 1.4 ml del disolvente empleado. Estas muestras se filtraron con

microfiltros de nylon de 0,2 pm de la casa Lida.

II1.8.2.- ESTUDIO DE LAS VARIABLES DE OPERACION
(Diseiio_estadistico de Experimentos).

Para el estudio de las variables continuas o de operacion, que pueden influir en las
reacciones de sintesis de ésteres, no se ufilizaron los ensayos O.V.A.T., empleados en el
analisis estructural de la reaccion, sino que se utilizdo un meétodo de variaciébn miltiple
mediante la aplicacién de un andlisis factorial denominado Disefio estadistica de
Experimentos, ya que este método permite determinar con mayor certeza que variables son
las que mas influyen en el proceso y si hay algin tipo de influencia conjunta de las variables
estudiadas.

En el Disefio estadistico de Experimentos todos los parametros objeto de estudio varian
stmultanemente de forma programada, desarrollandose un estudio eficaz y racional de las
variables elegidas en todo su intervalo y obteniéndose informacién adicional acerca de los
efectos debidos al conjunto de dos o mas variables®®®

En la presente Tesis se ha aplicado esta metodologia al estudio de la reaccion de
sintests del éster butilico de Tbuprofeno en isooctano a 37 °C. Este estudio se aplico a la
lipasa cruda (Lipozyme® 10000L) e inmovilizada (Lipozyme® IM20) de Rh.miehei. La
reaccidén con los valores medios de cada vanable se realizé por triplicado con cada enzima,
hasta alcanzar un rendimiento aproximado del 50 %; el cual se logré a las 8h con la lipasa
cruda y a las 24 h con la lipasa inmovilizada. El procedimiento seguido para cuantificar el
rendimiento de la reaccidn se indica en la seccién sigutente (ver I11.8.3.a.). El exceso
enantiomeérico de estas reacciones no se determind, ya que la finalidad de este estudio era solo
conocer la influencia de estas variables en la actividad catalitica de estas lipasa.

El nimero total de expenimentos fue de 19, de los cuales 16 constituyeron el analisis

factorial en si (combinacién de las variables en sus niveles miximo y minimo), y tres
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(correspondientes al punto central de cada variable) permitieron un anahisis estadistico del
disefio y el calculo de los limites de confianza del estudio. Los valores maximos y minimos
de estas variables se combinaron de forma aleatoria usando el programa STATGRAPH**

La variacion del rendimiento de la reaccion, determinada por cromatografia gaseosa
(ver I11.8 3 a.), se expresé como una funcion polinomica de las seis variables objeto de estudio
{ecuacion 28):

Y (%) = b, + Zbx, + X bxx [28]

I11.8.3.- METODOS DE CUANTIFICACION DE LAS REACCIONES

1i1.8.3.a.- Determinacion del rendimiento_de Ia reaccion

El rendimiento total de la reaccion se midié con un cromatografo de gases Shimadzu
GC-14A equipado con un detector de ionizacion de llama, un myector de split (1:2) y una
columna SPB-1 sulfur (15 m x 0,32 mm). El gas transportador empleado fue nitrogeno, la
temperatura del myector fue de 300 °C, la temperatura del detector fue 350 °C. La

temperatura de la columna y el flujo del gas transportador variaron en funcion del acido

analizado, como se recoge en la Tabla 13.

Tabla 13: Condiciones de analisis del rendimiento de reaccion por cromatografia gaseosa.

ACIDO T*columna flujo de N, tr (acido) tr (éster)
Ibuprofeno 180 °C 12 ml/min 6 min 10 min
Naproxeno 190 °C 30 ml/min 10 min 17 mun
Ketoprofeno 190 °C 30 mi/min 16 min 25 min

2fenilpropioni 180 °C 3 ml/min 3 min 5 min

tr = tiempo refencion
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Figura 30: Cromatograma obtenido tras el analisis por cromatografia gaseosa de una reaccidn
de sintesis del ester butilico de Ibuprofeno, catalizada por la lipasa de Rh.miehei.

A partir de los datos suministrados por los cromatogramas se calcul6 la conversion en

éster a través de dos métodos cuantitativos, ambos coincidentes:

ITL.8.3.a.1.- Método de la calibracion absoluta o del estindar externo.

Este método indirecto consiste en utilizar un estandar externo, para lo cual se debe
disponer de mezclas sintéticas cuyas concentraciones de analito (Ibuprofeno) sean conocidas
con precision. Se preparé una curva de calibrado directa (area frente a concentracion de
analito) a partir de los cromatogramas correspondientes obtenidos inyectando el mismo
volumen (0,2 ul} de mezclassintética en cada caso. Cuando se inyectaigual volumen de lamezcla
problema procedente del medio de reaccién, el area obtenida se correlaciona directamente con la

cantidad de acido remanente a través de la curva de calibrado.
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Figura 31: Recta de calibrado por cromatografia gaseosa para el Ibuprofeno.

II1.8.3.a.2.- Método directo o de normalizacién de sreas.

En este método se considera que la suma de las areas de todos los. picos corresponde
al 100 % de los solutos separados vy, por tanto, el area del soluto A sera el porcentaje en peso
del mismo en la muestra. Para poder aplicar este método es necesario que todos los
componentes de la muestra se eluyan de la columna y que el detector presente igual
sensibilidad para todos ellos, dando respuestas lineales y reproducibles. Esta condicion sélo
se cumple cuando se trata de series homélogas de solutos de aito poder de ebullicion. En el
caso de la separaciéon del Ibuprofeno y su éster butilico se cumplen estos requisitos. Ademas,
se comprobd la validez del método por comparacion con el método cuantitativo del patron
externo. Este fue, por tanto, el método elegido para calcular el rendimiento de las reacciones
enzimaticas tanto de sintesis como de hidrélisis realizadas a lo largo de la presente Tesis

Doctoral debido a su mayor simplictdad.
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II1.8.3.b.- Determinacion del exceso enantiomérico del Acido remanente.

El exceso enantiomérico del acido remanente, en las reacciones de sintesis enzimatica
de ésteres se determind mediante HPLC (Waters-Millipore, modelo 590) dotado con una
columna quiral (Chiracel®-OD; de Daicel Chemical Industries Ltd; Tokio, Japén) de
carbamato de celulosa (25cm x 0,46cm), capaz de separar los enantiomeros R y S de los
acidos 2-arilpropionicos.

Los componentes de la fase moévil se modificaron en funcién del acido analizado
(Tabla 14), pero en todos los casos el flujo de dicha fase mévil fue de 0,8 ml/min, la presion
fue de 200 psi y la longitud de onda empleada para la determinacion espectrofotométrica de
estos compuestos fue de 254 nm.

Las muestras de Ketoprofeno fueron analizadas con una columna quiral (Chiralcel®-OJ;
de Daicel Chemical Ind.) de éster de celulosa (25¢cm x 0.46¢cm). El flujo de la fase movil fue
de 1 ml/min, la presion fue de 780 psi y la longitud de onda fue también de 254 nm.

Tabla 14: Caracteristicas de la fase movil utilizada para determinar el exceso enantiomérico
de las reacciones emzimaticas de sintesis de ésteres.

ACIDO fase movil

Ibuprofeno hexano / 2-propanol / ac.trifluoroacetico
(100/1/0,1) (viviv)

Naproxeno hexano / 2-propanol / ac.acético
(97/3/1) (vivlv)

Ketoprofeno hexano / 2-propanol/ ac.acético
(90/10/1) (viv/v)

2-fenilpropionico hexano / 2-propanol / ac. formico
(98/2/1) (v/viv)

Los tiempos de retencion de los enantiomeros R y S de cada acido fueron los
siguientes: Ibuprofeno — (R) 19 min; (S) 22 min
Naproxeno —» (R) 22 min; (S) 24 min
Ketoprofeno — (R) 20 min; () 25 min

dcido 2-fenilpropionico -» (R) 22 min; (S) 24 min
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I1.9.- ISOTERMAS DE ADSORCION

catalizada por la lipasa de Rh.miehei.

Las isotermas de adsorcién son una representacion grafica de la vanacion de la

actividad de agua (a,,) respecto a la cantidad de agua afiadida al medio en el que se encuentra

la enzima (en este caso la célula del aparato) (ver [1.2.6.c.}

La medida de actividad de agua se realizo en un medidor modelo Rotronic Hygroscop

D.T. de la casa Aname, especial para disolventes organicos, que permitio la lectura simultanea

de humedad y temperatura, la cual se fij6 a (2530,5) °C aproximadamente, mediante un bafio

termostatizado acoplado a una célula de medidas.

161



Isotermas de adsorcion

IL9.1.- CALIBRACION DEL APARATO DE ACTIVIDAD DE AGUA (a )

La calibracién se llevd a cabo, en primer lugar, con el patrén de menor a,, (sal-11; a, =

0,1) y, posteniormente, con el patron de mayor a,, (sal-98; a,= 0,9) (ver I1l.1.5.)

HL9.2.- PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras objeto de estudio deben ser desecadas totalmente antes de comenzar una
isoterma. En este caso para desecar las enzimas se han empleado dos metodologias diferentes
en funcidén del estado fisico de éstas, ya que la lipasa cruda de Rh.miehei (Lipozyme 10000L)

es un liquido, mientras que el derivado inmovilizado (Lipozyme® IM20) es un solido.

Lipasa cruda de Rh. miehei (Lipozyme® 10000L)

Para desecar esta lipasa se congelé previamente a -180 °C utilizando nitrogeno
liquido, va que debido al alto contenido en azcares de la preparacién enzimatica, no se pudo
congelar con los métodos convencionales. A continuacién, se liofilizé y posteriormente se
deseco colocandola en atmosfera de P,O, anhidro, conectado a una bomba de vacio. Para
verificar el total secado de la enzima se midié el valor de a,, en el detector de actividad de

agua; dicho valor debe oscilar entre 0,005 v 0,01.

Lipasa inmovilizada de Rh.michei (Lipozyme® TM20)
Para desecar la lipasa inmovilizada por Novo-Nordisk (Lipozyme® IM20) se coloco
una determinada cantidad de enzima en un desecador con P,O, anhidro y se conecté a una

bomba de vacio hasta que se alcanz6 un valor de a,, de entre 0,005 y 0,01 aproximadamente.

I1.9.3.- ISOTERMAS DE ADSORCION

La metodologia empleada fue la misma tanto para la lipasa cruda como para la lipasa
mmovilizada; la dnica diferencia surgié al llevar a cabo las isotermas en aire 0 con
disolventes organicos.

Para realizar las 1sotermas en aire se colocdé una cantidad determinada (100-200 mg)
de lipasa, previamente desecada, en la camara del aparato medidor; mientras que, para las

isotermas con disolvente orgénico, ademas de la lipasa, se colocé 1 ml de disolvente organico

162



Parte experimental

anhidro.

Una vez colocados en la camara del aparato medidor de agua, previamente
termostatizado a (2540,5) °C, las muestras correspondientes, se fueron afiadiendo cantidades
crecientes () de agua Tras cada adicion se esperé aproximadamente 2h, hasta alcanzar el
valor de equilibrio de a, y se procedio a la lectura del valor de a, para cada nuevo volumen
de agua afiadido. La isoterma se dié por finalizada cuando el valor de a, fue
aproximadamente de 0,9; ya que los valores préximos a 1 indican que la lipasa esta saturada
de agua. Por ultimo, se represento la curva de cantidad de agua afiadida por mg de enzima
frente a la variacion de actividad de agua, ajustandola a un método de splines cubicos, como

se describe a continuacion a (ver [11.9.4.).

I11.9.4.- AJUSTE DE LA CURVA DE LA ISOTERMA

El ajuste de las curvas de cantidad de agua afiadida por gramo de enzima seca frente
a a, se llevo a cabo empleando el programa COMPARE, incluido dentro del paquete
estadistico SIMFIT, versién 4 ***. Dicho programa esta basado en una estrategia empirica de
ajuste de curvas por el método denominado de splines cibicos. Este método consiste en
dividir el intervalo (a,b), que contiene los datos por ajustar, en diferertes subintervalos (a,,
a,),....(a,,. a,), de forma que en cada subintervalo (a, a,,) se construye una ciibica
c{polinomio de grado tres), que sea continua hasta su segunda derivada, de modo que en las
uniones de los intervalos {llamados nudos), las cubicas y sus derivadas 1* y 2* coincidan. De
esta forma, todas las cibicas se unen suavemente en los nudos, para formar una unica cubica.
El programa COMPARE permite utilizar la curva suavizada mediante splines cubicos como
una curva de calibracioén, de manera que se puedan llevar a cabo calculos de la cantidad de
muestra seca que presenta una preparacion enzimatica, de la cual se conozca su valor de a,

con un porcentaje de confianza del 95 %.
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" IV.l.- CARACTERIZACION DE LA LIPASA DE Rh.michei

En la presente Tesis Doctoral se ha estudiado la lipasa producida por el hongo

Rhizomucor miehei, comercializada por Novo-Nordisk en suforma cruda (Lipozyme® 10000L)
e inmovilizada (Lipozyme® IM20) sobre una resina de intercambio aniénico (Duolite A-568).
El estudio realizado abarcé los siguientes puntos:

a).- determinacion del contenido protéico

b).- estudio de la actividad esterasica

¢).- estudio de la actividad lipasica

IV.1.1.- DETERMINACION DE 1.A CONCENTRACION DE PROTEINAS
IV.1.1.a.- Lipasa eruda de Rhizomucor miechei (Lipozxme® 10000L.)

El primer paso del estudio de la lipasa de Rh.miehei fue la determinacién de la

concentracion de proteinas de los diferentes lotes de lipasa cruda utilizados, para lo cual se
siguio el metodo del biuret (ver /if.3./.a.). La concentracion media de todos los lotes fue
(64+2) mg proteina/ml de Lipozyme® 10000L.

Asimismo, se empled el método de Bradford (ver /{/1.3.1.5.}, para la determinacion

de la concentracién protéica de los lotes de Lipozyme® 10000L que fueron semipurificados
por precipitacion con sulfato amonico. Este método se empled con el objeto de evitar las
posible interacciones entre el sulfato amonico y las sales de cobre del reactivo del biuret, que
podrian distorsionar el resultado de la determinacién protéica. Como se observa en la Tabla
15 los resultados obtenidos con los lotes 4 y 5 son muy similares, por lo que se considerd un
valor medio de (8,110,3) mg proteina/ml Lipozyme® 10000L.
' Cabe resaltar los diferentes valores de concentracion de proteinas obtenidos con cada
metodo. El método del biuret es menos especifico ya que el reactivo utilizado interacciona
con todos los aminoacidos, por lo que se cuantifican incluso los pequefios péptidos que
contaminan la preparacion enzimatica (Lipozyme™ 10000L.) y menos sensible, pues trabaja en
mtervalos de concentracion de proteina mayor. Sin embargo, ¢l método de Bradford, basado
en la adsorcion del reactivo a la superficie protéica es menos sensible para esos pequefios
péptidos, por lo que el resultado obtenido es menor.

Dado que el método del biuret resulto ser util para cuantificar elevadas concentraciones
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de proteina, éste fue el método de rutina seguido para la cuantificacion de carga protéica de
la liapasa cruda de Rh.miehei, excepto como se ha indicado anteriormente, en los
experimentos llevados a cabo en presencia de sulfato amonico.

Las rectas de calibrado de ambos métodos aparecen en las secciones I1.3.1.a. y

II1.3.1.b., respectivamente.

Tabla 15: Contenido protéico de los distintos lotes de Lipozyme® 10000L.

LOTE BIURET BRADFORD
(mg/ml) (mg/ml)
1 62+1
2 6421
3 67+1
4 6412 8,42+0,01
5 66+1 7,76+0,01

La carga enzimética del derivado comercial Lipozyme” fue determinado por Vazquez
y cols.””, los cuales emplearon el método de Gotham y cols.’”", que es una modificaciéon del
método de Bradford para proteinas insolubles. El resultado obtenido indica que la carga
protéica del derivado inmovilizado Lipozyme® IM20 es de 0,12 mg proteina/mg de
Lipozyme® IM20, siendo éste el valor considerado a lo largo de esta Memoria.

L.as enzimas inmovilizadas por adsorcion son facilmente desorbidas en medio acuoso.
Por ello, el derivado inmovilizado Lipozyme® IM20 fue sometido a un proceso de desorcién
por abrasién (ver II1.3.4.) en medio acuoso, a distintos pH, y en ciclohexano, condiciones en
las que se utilizaria posteriormente el biocatalizador. Tras el proceso de abrasion se determiné
la concentracion de proteinas desorbidas del soporte y se calculé el grado de desorcion del

derivado en los diferentes- medios. Los resultados aparecen en la Tabla 16.
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- Tabla 16: Grado de desorcion del derivado Lipozyme® IM20 tras un proceso de abrasion en
diferentes medios (=48h y T"=37'C}.

naturaleza del cantidad de proteina 1nicial proteina % abrasion
medio derivado (mg) {mg) desorbida

i (mg)
acuoso pH=1 300 36 7,0403 194 <038
acuosos pH=7 300 36 3,5203 9,7 103
acuoso pH=13 300 36 6,2+0,2 17,2 -0,6

ciclohexano 300 36 0 0
L

Para determinar la cantidad de proteinas miciales se considero el dato de carga
enzimatica del derivado inmovilizado Lipozyme® IM20 (0,12 mg proteina / mg de Lipozyme®
IM20). determinado por Vazquez y cols*”.

En medio organico la-desorcion del derivado immovilizado es nula, lo cual indica que
en las reacciones de sintesis de ésteres la carga del derivado mmovilizado no se modifica.
Este hecho justifica la elevada actividad observada en las reacciones de estenficacion en
medio organico, catalizadas por Lipozyme® IM20.

Por el contrario, en medio acuoso si se produce la desorcion de proteina del derivado
mmovilizado, factor que es necesario considerar al plantearse experimentos en medio acuoso
con este derivado. En medios fuertemente acidos o basicos, el grado de desorcion es mas
importante que en medio neutro, debido a que en esos medios drasticos la enzima y el soporte
sufre mayores alteraciones, con lo que la desorcion protéica es mayor. En medio neutro el
grado de desorcion es menor, siendo éste el pH optimo de actuacion del dernvado

inmovilizado en soluciones acuosas®*'.

IV.12.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESTERASICA

Siguiendo el proceso de caracterizacion de la lipasa de Rh.miehei, se determiné la
actividad esterasica especifica de los distintos lotes de lipasa cruda (Lipozyme® 10000L).

La actividad esterasica de la lipasa cruda de Rh.miehei se determiné en funciéon de
la cantidad de p-nitrofenol liberado durante la reaccion de hidroélisis del acetato de p-

nitrofenilo, en medio alcalino (pH=7,8). El aumento de absorbancia producido a 460 nm se
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correlaciona con la cantidad de p-nitrofenol liberado. (pKa del p-nitrofenocl = 7,04) {ver

3.2

Q
Il lipasa dc Rh.michei
ipasa de Rh.michei
cHy—C— 0 —~_H—No, > CH3—COOH + HO—{_)—NO, + H;0
tampén pH= 7.8 -
acetato de p-nitrofenilo dcido acético p-nitrofenol

Esquema 24: Reaccion de hidrélisis del acetato de p-nitrofenilo.

1.2.a.- Activi

La actividad especifica viene dada por el valor de la pendiente de la recta obtenida al
representar la velocidad de reaccion frente a la cantidad de proteina.

Con el objeto de determinar la actividad esterasica especifica de los lotes 2,34y 5 de
lipasa cruda de Rh.miehei (Lipozyme® 10000L) se realizaron ensayos estandar con cantidades
variables de lipasa. Posteriormente, se representd la velocidad de reaccion (mmoles
hidrolizados/min) frente a la cantidad de proteina utilizada en cada ensayo (mg proteina,
determinado por método del biuret). Como se observa en la Tabla 17 los resultados obtenidos,
dentro del intervalo de concentracion de proteinas considerado (0,5 a 2,5 mg/ml) y dentro del

error experimental, son semejantes en todos los lotes analizados, excepto en el lote 3.

Tabla 17; Actividad esterasica especifica de la lipasa cruda de Rh.miechei

LOTE actividad especifica
(mmol/min mg prot)

2 8,620,8

3 5,520,3

4 8,2:0,9

5 7,1+0,6

Para determinar las constantes cméticas (K, y k,,,) se eligieron dos lotes (2 y 5) y se

realizaron diversos ensayos con umna cantidad constante de lipasa (0,032 mg proteina,

cuantificado por biuret), variando la concentracidén de la disolucién de sustrato (acetato de p-
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nitrofenilo en acetonitrilo).

Para llevar a cabo el ajuste de los datos de actividad frente a concentracion de sustrato
se utilizd el programa MMFIT, del paquete estadistico SIMFIT, versién 4.0 ***. Este programa
permite el ajuste de los datos directamente a una hipérbola michaeliana. Los ajustes, a menos
que se indique lo contrario se llevaron a cabo con pesos estadisticos proporcionales al 5 %
de error.

En las Figuras 33 y 34 se recogen las representaciones de Michaelis-Mente y Eadie-

Hofstee, respectivamente de los lotes analizados.

velooidad de rescoién (mmol/min)
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Figura 33: Representacion de Michaelis-Menten de la_gctividad esterdsica de los lotes 2 y

5 de lipasa cruda de Rh.miehei.
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99.2
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Figura 34: Representacion de Eadie-Hofstee de 1a getividad esterdsica de los lotes 2y 5 de
lipasa cruda de Rh.miehei.

En la Tabla 18 se recogen los valores de las constantes cinéticas, correspondientes a

la actividad esterasica de los lotes de lipasa cruda de Rh.miehei estudiados.

Tabla 18: Constantes cinéticas de la getividad esterdsica de la lipasa cruda de Rh.miehei.
LOTE Ky Keat
[M] de pNPA (mmol/min mgprot)
2 (9+2)10° (11:2)
"5 (7+1)10° (12+2)

Como se observa en la Tabla 18 el valor de las constantes cinéticas es muy semejante
en los dos lotes analizados. Esto indica que, independientemente del lote de Lipozyme®
10000L utilizado, la afinidad de la lipasa por el sustrato (K,,) es semejante y la constante
catalitica (k) es también semejante, lo que indica una buena homogeneidad en la proteina
cruda de partida.

Tras comprobar la similitud de la actividad esterasica especifica y de las constantes
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cinéticas de los diferentes lotes de lipasa cruda de Rh.miehei (Lipozyme”™ 10000L), empleados
a lo largo de la presente Tesis Doctoral, se puede concluir que el lote utilizado no es un factor

diferenciador a considerar en la actividad esterasica.

La actividad esterasica de la lipasa inmovilizada Lipozyme® IM20 no se pudo
determinar con este método, ya que al ser un sohido mnsoluble es imposible medir la evolucion
de la reaccion con el espectrofotdmetro UV-visible, puesto que las particulas de Lipozyme®
IM20 interfieren en la medida de absorbancia, provocando una dispersion de luz que

imposibilita las medidas.

1V, L3, DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LIEASICA

En la presente Memona se ha hecho mayor hincapié en el estudio de la actividad
lipasica de la lipasa de Rh.miehei, ya que para seguir el transcurso de la reaccion no se
emplean método espectrofotométricos, sino métodos de valoracion volumeétrica, en los que se
pueden utilizar lipasas en cualquer estado fisico. Por esta razén, la actividad lipasica se ha
utilizado como indicador del grado de modificacion funcional sufrida por la enzima tras los
procesos de semipurificacion e mmmovilizaciéon desarrollados en esta Memoria.

Como se indico en la parte experimental, la actividad lipasica se determiné empleando
tres métodos, dos de ellos basados en la hidrolisis de aceite de oliva (sustrato Sigma;

emulsion de aceite de oliva al 50% (v/v) y uno basado en la hidrolisis de tributirina.

1 - Hidrolisi i
En la hidrolisis del aceite de oliva catalizada por la lipasa de Rh.miehei se sigmeron
dos métodos, en uno de ellos (método A) el acido liberado se neutralizé en el transcurso de
la reaccion empleando un pH-stato (ver 111.3.3.a.1.), mientras que, en el otro método (B) la
valoracién se hizo a "punto final", valorando el dcido liberado al final de la reaccion (ver

I11.3.3.a.2.),
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IV.1.3.a.1.- Método A

D ingci Vi ipdist clfica

Siguiendo este método, basado en la valoracion del acido liberado en el transcurso de
la reaccion se determind la actividad lipasica especifica de los diferentes lotes de lipasa cruda

de Rh.miehei (Lipozyme® 10000L). Los resultados obtenidos aparecen en la Tabla 19.

Tahbla 19; Actividad lipasica especifica (hidrélisis de aceite de oliva) de la lipasa cruda de
Rh.miehei. Reaccion test: hidrélisis de aceite de oliva.

LOTE actividad especifica

{(mmol/min mgprot)

1 (3,5:0,2)10*
(2,9+0,1)10
(1,640,1)10*
(2,9+0,1)10™
(2,6+0,1)10*

L. T " PV ]

Los lotes 1, 2, 4 y 5 presentan una actividad lipasica especifica similar, dentro del
error experimental, mientras que el lote 3 presenta menor actividad, como ocwrnoé en la
actividad esterasica (Tabla 17). Este hecho se tuvo en consideracidn en posteriores estudios,
evitando utilizar el lote 3 en procesos en los que la comparacion de la actividad lipasica fuera

fundamentai.

D nacidn de L i

Las constantes cinéticas (K,, v k_,,) se determinaron unicamente con los lotes 2 y 5,
los mismos que se utilizaron para determinar las constantes cinéticas de la actividad
esterasica. En las Figuras 35 y 36 aparecen las correspondientes representaciones de

Michaelis-Mente y de Eadie-Hofstee de la reaccion de hidrolisis de aceite de oliva catalizada

por la lipasa cruda de Rh.miehei.
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velooidad de reacocién (mmol/min)
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Figura 35: Representacion de Michaelis-Menten de la actividad lipasica de los lotes 2 y 5 de

lipasa cruda de Rh.miehei, Reaccion test: hidrdlisis de aceite de gliva.

4.235
x10

3.23 ffr r

> 2.24 /
LA

1.24 / N

\

0.25 T T T T 96 3385
0.028 0.117 0.207 0.2 .

v/(s]

L

Figura 36: Representacion de Eadie-Hofstee de 1a actividad lipasica de los lotes 2 y 5 de
lipasa cruda de Rh.miehei. Reaccion test: hidrglisis de aceite de gliva,
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En la Tabla 20 se recogen los resultados de las constantes cinéticas de esta reaccion

para cada lote de enzima estudiado.

Tahla 20: Constantes cinéticas de la actividad lipasica de la lipasa cruda de
Rh.miehei.Reaccion test: hidrdlisis de aceite de oliva.

LOTE Ky Ky,
[M] de aceite oliva {mmol/min mgprot)
2 (39+7) 107 (1,0+0,1) 107
5 (30+5) 107 {0,62+0,06) 107

El valor de K, {constante de afinidad enzima-sustrato) es similar en los dos lotes; lo
mismo sucede, considerando el error experimental, con el valor de k_, (constante catalitica).
Tras este estudio, se puede concluir que todos los lotes empleados son semejantes
tanto en concentracion de proteinas, como en actividad enzimatica (esterasica y lipasica),

excepto el lote 3, que fue descartado.

Este método no se pudo emplear para la lipasa inmovilizada (Lipozyme® IM20), ya
que la resina de intercambio anidnico (Duolite A-568) utilizada como soporte es de naturaleza
fuertemente acida y surgieron una serie de problemas técnicos para ajustar el pH a 7 antes de

comenzar la valoraciomn.

1V.1.3.a.2.- Método B

El 4cido liberado durante la reacciéon de hidrolisis del aceite de oliva se valord
volumetricamente al finat de 1a reaccion. La velocidad de reaccion se determiné por diferencia
entre la muestra problema y un blanco de reaccion.

El objetivo perseguido con este método era la determinacion de la actividad comparada
del dertvado inmovilizado comercial (Lipozyme® IM20) con la lipasa cruda, ya que en esta
metodelogia no era necesario ajustar el pH del medio de reacidén y por tanto se evitaba el

prnncipal inconveniente del método A.

176



Resultados y Discusion

- Determinacidn de la actividad lipdsica especifica
Las actividades lipasicas especificas de Lipozyme® 10000L y Lipozyme® IM20

aparecen en la Tabla 21. Esta actividad se expresa en (Ul/l mg proteina), tal y como se indica

en el protocolo descrito por Tietz™® (ver 111.3.3..a.1)

Tabla 21; Actividad lipasica especifica de Ia lipasa de Rh.miehei,Reaccion test: hidrdlisis de
aceite de gliva.

ENZIMA actividad especifica
(ULl/ 1 mg prot)
Lipozyme 10000L 162
Lipozyme IM20 1,006

Como se esperaba, la actividad lipasica de la lipasa inmovilizada es notablemente
mnferior a la de la lipasa cruda. Esto no se debe relacionar con la abrasion del 9.7 % de
proteina (ver Tabla 16) observada, sino posiblemente con el hecho de que no todas las
moléculas de enzima adsorbidas son activas. Este tipo de desactivacion ha sido descrita por
Wang vy cols.”” para la lipasa de C.rugosa adsorbida y se atribuye a una interaccion
distorsionante entre la proteina y el soporte polar-hidrofilo, establecida en funcion de los datos

de calorimetria de barrido y fluorescencia de superficie?”.

El dato de actividad enzimatica obtenido con el derivado IM20 se ha utilizado para
determunar la carga enzimatica del mismo. Para ello se interpold la actividad lipasica obtenida
con 1500mg de Lipozyme™ IM20, en la recta de actividad de la enzima cruda (ver Figura 28)
y se determino que la actividad de este ensayo equvale a (24+9) mg de proteina de lipasa
cruda. De esta forma, se calculd la carga enzimatica de Lipozyme® IM20, expresada en
funcion de la actividad lipasica retentda, que fue de {0,016+ 0,006} mg de proteina activa en
hidrélisis / mg de Lipozyme™ IM20.

Considerando la carga enzimatica estimada para este derivado Lipozyme” IM20 como

270

0,12 mg proteina/mg denivado®” y teniendo en cuenta la abrasién que se produce en medio
acuosc a pH=7.0 (ver Tabla 16), deberian liberarse al medio (17:2) mg de proteina, valor

semejante a la cantidad de proteina (24:9) obtenida tras mterpolar en la recta de la Figura
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28. Por tanto, podria pensarse que la actividad hidrolitica observada para Lipozyme™ IM20
es consecuencia de la total desorcion del contenido protéico de dicho derivado durante el
transcurso de la reacciéon (3h), de forma que la lipasa expulsada al medio se comporta como

enzima libre, manteniendo ésta su acttvidad hidrolitica inalterada.

La evolucién de la reaccion de hidrolisis de tributinna catalizada por la lipasa de
Rh.miehei se siguié mediante valoraciones volumétricas con un pH-stato (ver I11.3.3.5.), tal
y como se hizo en el método A anteriormente descrito. Esta metodologia es la recomendada

por Novo-Nordisk para la determinacion de la actividad lipasica®™.

Determinacidn de la _actividad lipdsica_especifica

Siguiendo esta metodologia se pudo determinar la actividad especifica de la lipasa
cruda, de las lipasas inmovilizada comercial (Lipozyme® IM20) ¢ inmovilizada sobre silice
durante la presente y de la lipasa semipurificada por precipitacion con sulfato amoénico y
posteriormente inmovilizada sobre silice. Esto nos permitio comparar las actividades lipasicas
de todas estas enzimas y evaluar las consecuencias de la wmmovilizacion y de la
semipurificacién sobre la actividad de la lipasa de Rh.miehei. Este método solo se aplicé al
lote 5 de la lipasa cruda (Lipozyme® 10000L), va que se comprobd, en los ensayos de
hidrolists de aceite de oliva, que la actividad lipasica de todos los lotes era semejante.

En este apartado solo comentaremos los resultados obtenidos con las lipasas
comerciales, ya que, los resultados de las lipasas semipurificadas e inmovilizada sobre silice
sé comentaran en secciones posteriores. En la Tabla 22 se recogen los resultados de actividad
lipasica especifica en la reaccion de hidrélisis de tributirina para las dos preparaciones

comerciales de lipasa de Rh.miehei cruda e inmovilizada.
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- Tabla 22: Actividad lipasica especifica de la lipasa cruda e inmovilizada de Rh.miche:.

Reaccion test: hidrolisis de tributirina.

: ENZIMA

actividad especifica
{mmol/min mg prot.)

Lipozyme® 10000L
Lipozyme® IM20

(88+4)10°
(3,840,4)10°

La actividad lipasica especifica de la lipasa cruda es muy superior a la de la enzima
mmovilizada. Como se indicoé anteriormente (ver Tabla 21), este hecho era de esperar, va que
las lipasas inmovilizadas por adsorcion presentan una baja actividad en reacciones de

hidrélisis.

Determinacion de las constantes cinéticas

También, se determinaron las constantes cinéticas de la reaccion de hidrélisis de
tributirina catalizada por la lipasa de RA.miehei cruda e inmovilizada sobre una resina de
intercambio anidnico (Lipozyme® IM20). Las representaciones de Michaelis-Mente y de

Eadie-Hofstee aparecen en las Figuras 37 y 38.
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Figura 37: Representacion de Michaelis-Menten de actividad lipasica de la lipasa de
Rh.miehei cruda e inmovilizada por adsorcion (IM20). Reacion test: hidrélisis de tributirina.
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Figura 38: Representacion de Eadie-Hofstee de actividad lipasica de 1a lipasa de Rh.miehei

cruda e inmovilizada por adsrocién (IM20). Reaccion test: Ridrglisis de tributiring.

Los valores de las constantes cinéticas (K, v k) de la actividad lipasica de ambas

enzimas se recogen en la Tabla 23.

Tabla 23: Constantes cinéticas de la actividad lipasica de la lipasa de Rh.miehei cruda e
inmovilizada por adsorcion (IM20). Reaccidn test: hidrédlisis de tributirina.

ENZIMA Ky Ko
[M] de tributirina (mmol/min mgprot)
Lipozyme® 10000L (60+10) 107 0,13+0,01
Lipozyme® IM20 (115+30) 10° 0,014+0,001

Las conclusiones obtenidas tras el analisis de las constantes cinéticas de la lipasa cruda
e inmovilizada son semejantes a las del estudio de sus actividades lipasicas especificas. De
esta forma, se confirma, como era de esperar, que la actividad lipasica en la reaccién de
hidrdlisis de tributirina es mucho menor para la lipasa inmovilizada por adsorcion, puesto que
tanto la formacion de la interfase (cuantificada segin K,’), como el rendimiento de la

reaccién (cuantificada por k_,) son peores para el derivado inmovilizado Lipozyme® IM20.
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Tras comparar los resultados obtenidos para la lipasa cruda (Lipozyme® 10000L) con
ambos sustratos (ver Tablas 21 y 22}, se comprueba que el valor de K,, varia ligeramente,
siendo algo menor en la reaccion de hidrolisis del aceite de oliva (K= 35 10 M), ya que
la formacion de la interfase es mejor para este sustrato debido a su mayor caracter lipoide,
por lo que la afinidad enzima-sustrato es también mejor. No obstante, la actividad catalitica
es mucho mejor para la reaccion de hidrolisis de tributirina, con un incremento de k,, 200
veces superior a la reaccién con aceite de oliva (k.= 6,2 10 mmol/min mg).

IV.1.4.- ELECTROFORESIS

Las electroforesis fueron realizadas por el Dr. Garcia-Cafiero del Departamento de
Bioquimica Analitica del Hospital Puerta de Hierro de Madrid.

En la Figura 39 se muestra la electroforesis de la lipasa cruda de Rh.miehei
(Lipozyme® 10000L), realizada en condiciones reductoras (ver I11.3.5.).

La columna de la izquierda corresponde a los patrones de proteina utilizados y la
columna de la derecha a 1a lipasa de Rh.miehei. La flecha indica la bandﬁ correspondiente a
30 kD, peso molecular de 1a enzima analizada.

En la electroforesis se observa que la preparacion comercial, Lipozyme® 10000L., de
la lipasa cruda de Rh.miehei presenta gran cantidad de proteinas contaminantes de elevado
peso molecular {(70-80 kD). Asimismo, aunque en menor proporcidén, aparecen proteinas
contaminantes de bajo peso molecular (10kD).

A continuacion, se llevaron a cabo diversos métodos de semipurificacién con el
objetivo de eliminar las proteinas contaminantes. Los resultados obtenidos se comentaran en

el apartado siguiente /V.2.
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Figora 39; Electroforesis de la lipasa cmda de Rh.miehei, realizada en condiciones reductoras.

182



Resultados y Discusion

IV.2.- SEMIPURIFICACION DE LA LIPASA DE Rh. michei

Como ya se inidco en la Parte Experimental (ver /I1.4.) la presente Tesis Doctoral se

llevé a cabo Ia semipurificacidn de la lipasa cruda de Rhizomucor miehei signiendo dos tipos
de métodologias:
a).- basados en la separacion de proteinas en funcién de su tamafio molecular

(ultrafiltracion y dialisis)

b).- basados en la separacién protéica por diferencias de solubilidad

(precipitacion con sulfato amonico)

IV.2.1.- ULTRAFILTRACION

La lipasa cruda de Rh.miehei se ultrafiltré catorce veces consecutivas (ver I11.4.1.a.),
determinando en cada uno de los residuos obtenidos ia concentracion de proteinas remanente
por el método del biuret.

L.a membrana semipermeable utilizada separ6 las moléculas de peso molecular inferior
a 10 kD. Esta membrana se eligio con el objeto de eliminar las proteinas contaminantes de
menor tamafio, ya que el peso molecular de ia lipasa de Rh.miehes es de 30 kD **

En la Figura 40 se representa la progresiva disminucién del contenido de proteinas en

el residuo obtenido tras sucesivas ultrafiltraciones.
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cantided de proteinas en residuo (mg)
m T I T T R T

ndmerc de uitrafiitrecién

Figura 40: Evolucion del contenido protéico de la lipasa de Rh.miehei tras sucesivas
ultrafiltraciones.

Como se observa en la Figura 40, durante las primeras ultrafiltraciones se produce una
importante disminucion del contenido protéico de la lipasa de Rh.miehei, pero a partir de la
novena ultrafiltracion se estabiliza la cantidad de proteinas del residuo. lo cual indica que ya
se han eliminado practicamente todas las proteinas de peso molecular inferior a 10 kD, las
cuales representan un 69% de las proteinas totales determinadas por el método del biuret,
Como se indicé antenormente (ver [¥.1.1.) este método de determinacién de proteinas es poco
especifico, ya que el reactivo utilizado forma complejos coloreados de cobre con todos los
péptidos de la preparacion enzimatica, Tras las multiples ultrafiltraciones se confirma la
existencia de gran cantidad de pequefios péptidos contaminantes, que reaccionarian con el
reactivo de cobre, por lo que la concentracién de proteinas determinada segim este método
es mayor que la determinada por el método de Bradford, ya que este altimo es un método
basado en la adsorcién del reactivo coloreado a la superficie protéica, por lo que es mas

dificil que esos pequfios péptidos sean cuantificados.
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IV.2.2.- DIALISIS Y CENTRIFUGACION

El objetivo perseguido con este método es, igual que con la ultrafiltracion, la
eliminacién de péptidos de bajo peso molecular que acompafian a la lipasa cruda de Rh.miehei
(Lipozyme® 10000L).

La lipasa no dializada no se pudo congelar por métodos convencionales debido al
elevado contenido en aziicares de la preparacién comercial Lipozyme® 10000L, que retienen
gran cantidad de moléculas de agua, con lo que se dificulta el proceso de congelacion. Tras
el proceso de dialisis se logré congelar la lipasa semipurificada, lo cual indica que durante
la dialisis no solo se eliminaron proteinas de bajo peso molecular, sino también azicares que
contaminan [a preparaciéon comercial de lipasa de Rh.miehei.

Como ya se indicd en la Parte Experimental (ver [11.4.1.5.) se e
mple¢ una membrana de dialisis adecuada para separar proteinas con un pesc molecular
mferior a 12-14 kD.

Tras la dialisis se llevaron a cabo sucesivas centrifugaciones a 5000 r.p.m.. Con cada
uno de los sobrenadantes obtenidos se realizaron determinaciones de la concentracién de
proteinas y de actividad esterdsica y lipasica (ver [11.3.2. y I[[.3.3.}. La nomenclatura utilizada
para designar las distintas fracciones fue la siguiente:

D —» lipasa dializada

DC — sobrenadante dializado + 1 centrifugacion
D2C — sobrenadante dializado + 2 centrifugaciones
D3C — sobrenadante dializado + 3 centrifugaciones

R — residuo obtenido tras la tercera centrifugacion.

IV.2.2.a.- Determinacién de la concentracién de proteinas
En la Tabla 24 aparece la concentracién de proteinas del lote 2 de partida, de la lipasa

dializada y de los residuos y sobrenadantes obtenidos tras sucesivas centrifugaciones,

obtenidos por el método del biuret.
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Tabla 24: Conterudo protéico (segiim método del biuret) de las fracciones obtenidas por
dialisis y sucesivas uvitrafiltraciones de la lipasa de Rh.miehei.

fraccién protéica cantidad proteinas (mg)
LOTE 2 i 95518
dializada 277%16
residuo sobrenadante
dializada + 1 centrifugacién 11741 16012
dializada + 2 centrnifugacion 50+1 67+1
dializada + 3 centrifugacion 4817 , 1,440,2

Tras la dialisis se redujo en un 70% el contenido protéico de la lipasa de Rh.miehei.
Como consecuencia de la primera centrifugacién de la enzima dializada, se perdio un 57%
de las proteinas. Tras redisolver el residuo (DC) y centrifugarlo de nuevo el contenido
protérco paso de 117 mg en DC a 50 mg en D2C, con lo que ia reduccién de proteinas fue
de nuevo del 57%. Sin embargo, aunque se centrifugd por tercera vez el contenido de

proteinas del residuo D3C permanecié constante,

Este método de semipunficacion de la lipasa de RhA.miehes, en funcién del tamafio
moiecular de las proteinas, resulté ser mucho mas sencillo y breve que el método anterior de
sucesivas ultrafiltraciones. Por esta razon, se continu6é con la caracterizacién de la lipasa
semipurificada por dialisis y sucesivas centrifugaciones, determinando las actividades

especificas lipasica y esterasica.

El ensayo de referencia utilizado para determinar la actividad esterasica de la lipasa
de Rh.miehei fue la reaccién de hidrélisis de acetato de p-nitrofenilo, tal y como se describio
en la Parte Experimental (ver [11.3.2.).

Para determinar la actividad esterasica especifica de la lipasa cruda (lote 2) se
considerd un intervalo de proteinas similar al contenido protéico de la lipasa semipurificada,

debido a que la representacién de la actividad esterdsica de la lipasa cruda frente a la
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concentracion de proteinas da lugar a una grafica no lineal, la cual a efectos practicos, se
descompuso en dos intervalos entre 0 y 0,75 mg/ml y 0,75 y 3 mg/ml (Figura 41), que se

ajustaron a dos rectas para, en funcién del intervalo considerado, emplear una u otra.

Voo
oo L | E |

- E E 2 RECTA ] }
: {0-2,5 mg/mi proteinas)
E o pendiente = 88 0,8

{0-1 mg/ml proteinas)

40.00 1
‘— 1* RECTA
pendients = 20 1

velocidad de reaccion (mM/min}
8
8
f

10.00

S (S Y U R ST R
" 0.00 0.50 1.00 1.50 200 285 3.00

Figura 41. Actividad esterasica del lote 2 de la lipasa cruda de Rh.miehei.
A continuacion, en la Figura 42 se representa la actividad esterasica especifica de la

lipasa de Rh.miehei cruda,r dializada, de los sobrenadantes obtenidos tras centrifugar sucesivas

veces la lipasa dializada y del residuo formado tras la tercera centrifugacion.
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Figura 42: Actividad esterfsica de la lipasa de Rh.miehei semipurificada por dialisis y de
los sobrenadantes obtenidos tras sucesivas centrifugaciones

En la Tabla 25 se recogen esterasicas especificas de la lipasa cruda de Rh.miehei, de
la lipasa dializada, de los sobrenadantes obtenidos tras centrifugar sucesivas veces la lipasa
dializada y del residuo formado tras la tercera centrifugacion. Asimismo, se¢ indica para cada
enzima, su correspondiente valor de factor de semipurificacién (F), definido como la relacion

de la actividad especifica de la enzima semipurificada respecto de la enzima cruda.

Tabla 25: Actividad esterisica especifica de 1a lipasa de Rh.miehei semipurificada y cruda.

fraccién protéici actividad esterdsica F

{mmol/min mgprot)*

LOTE 2 2011

dializada (D) 221 1,1
dializada + 1 ceatnif. (DC) 34+1 1,7
dializada + 2 centrif. (D2C) 1632 0,8
dislizada + 3 centrif. (D3C) 0 0
residuo (R) 0 0

(a)isterminacion de proteinas por el método del biuret (F)factor de purificacién
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Analizando los resultados indicados en la tabla y figura anteniores se observa que tras
el proceso de dialisis el incremento de la actividad esterasica de 1a lipasa de Rh.miehei es muy
poco significative; solamente tras la pnmera centrifugacidn se obtiene un cierto incremento
de actividad. Por lo que se puede deducir que tras la dialisis se han eliminado proteinas no
activas y sustancias contaminantes, que no influian en la actividad esterasica de la enzima.

Tanto el residuo como el sobrenadante obtenidos tras la tercera centnfugacién carecen

de actividad esterasica, debido a su escaso contenido protéico (Tabla 24).

IV.2.2.c.- Determinacién de Ia actividad lipssica

En la Figura 43 se representa la actividad lipasica de la lipasa de Rh.miehei cruda,
semipurificada por dialisis y de los residuos obtenidos tras someter a la lipasa dializada a
sucestvas centrifugaciones. La reaccidn test utilizada para determunar la actividad lipasica de
estas enzimas fue la hidrolisis de aceite de oliva, segim el método A, descrito en el apartado

I11.3.3.a.l

0.0025 — T T T T

1

0.0020

0.0015

0.0010

0.0005

, RN N WA SR
¢ 0.00 0.80 1.00 1.50 200 280
concantracidn de proteinas (mg/mi)

Figura 43: Actividad lipasica de la lipasa de Rh.miehei semipurificada por dialisis y de los
sobrenadantes obtenidos tras sucesivas centrifugaciones. Reaccion test. hidrélisis de aceite
de oliva. o
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Tabla 26: Actividad lipasica especifica de 1a lipasa de Rh.miehei cruda y semipurificada.
Reaccion test: hidrélisis de aceite de oiiva.

e —
fraccion protéica actividad especifica F
{mmol/min mg prot.)
LOTE 2 (2,940,4) 107 1,0
dializada (4,4£0,4) 107 0,15
dializada + 1 centrifugacién (6,6+0,8) 107 : 0,22

A diferencia de lo que sucede con la actividad esterasica, la actividad lipasica sufre
una considerable disminucién tras el proceso de didlisis. Este hecho debe atribuirse a la
eliminacion de moléculas pequefias (azucares, sobre todo) que acompafian a esta preparacidon
(Lipozyme® 10000L), y que son indispensables para el mantenimiento de la actividad lipasica,
ya que permiten la unién de la enzima a la interfase oleo-acuosa. Este efecto ya ha sido
descrito para la lipasa de C.rugosa por Lamare y cols.**, los cuales demostraron que la
eliminacion por dialisis de la lactosa del preparado comercial provoca una drastica

disminucién de la actividad lipasica, sin afectar a la actividad esterasica.

IV.2.3.- SEMIPURIFICACION DE PROTEINAS POR PRECIPITACION TRAS
LA ADICION DE SULFATO AMONICO.

Como ya se indico en la Parte Experimental (ver 1I1.4.2,) se preparé un gradiente de
disoluciones de ia lipasa cruda de Rh.miehei con distinto grado de saturacion de sulfato
amoénico. La formacién de precipitado solo se produjo en las disoluciones con mas de un 50%
de saturacion; por tanto, fue con los residuos obtenidos tras centrifugar dichas disoluciones

con las que se llevé a cabo la caracterizacion enzimatica.

IV.2.3.a.- Determinacién de Ia concentracién de proteinas

La determinaciéon de la concentracién de proteinas de los precipitados obtenidos se
realizé por el métode de Bradford, ya que el método del biuret no era valido en este caso
debido a las posibles interferencias que podrian producirse entre el reactivo del biuret y el
sulfato aménico.

En la Tabla 27 aparecen los resultados de concentracidn de proteinas de los residuos
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(dializados y no dializados) obtenidos por precipitacion de las proteinas con diferentes grados
de saturacién con sulfato aménico. Los resultados se expresan en miligramos de proteina por
mililitro de disolucién, ya que estos residuos se recogieron y se diluyeron en tampén Tris-HCl
(50 mM) pH=8,0.

Tabla 27: Concentracion de proteinas de la lipasa semipurificada por precipitacion con sulfato
amonico y posterior dialisis. Método de Bradford.

% saturacion con sulfato kpmcipitado NO dializado precipitado dializado
aménico (mg/ml) | (mg/ml)
50 % 0,7210,04 0,4510,03
60 % 2,21+0,03 1,374£0,04
70 % 2,3140,03 1,6340,03
80 % 3,80+0,04 1,7410,05
LOTE 5 . 7,7610,01

Tras el analisis de los resultados obtenidos se puede observar que existe una relacion
directa entre el grado de saturacién con sulfato amoénico y la concentracién de proteinas
precipitadas, ya que cuanto mayor es el porcentaje de saturacion mayor es la concentracion
del precipitado protéico. Al aumentar la concentracion de sulfato aménico se eliminan mas
moléculas de la superficie protéica para solvatar las moléculas de sal, provocando la
agregacion de mayor cantidad de moléculas de enzzma. También se observa que tras la
dialisis, la cantidad de proteinas disminuye sensiblemente, especialmente en los precipitados

con mayor contemido protéico.

Con el fin de comparar las actividades especificas de la lipasa cruda de Rh.miehei y
la hipasa semipurificada se aplicé un factor de correcion para expresar los miligramos de
proteina segin el mismo método de determinacién protéica (método de Bradford). Dicho
factor de conversion, aplicado a la actividad expresada en cantidad de proteinas segun el
método del biuret, fue (8,5+09), valor calculado al correlacionar los valores de Ia
concentracién de proteinas obtenidos por ambos métodos (ver Tabla 15} Los valores de

actividadespecifica y constante catalitica (k.,) en los que se ha aplicado dicho factor se

indicaran por un asterisco (*).
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Iv.2.3.b~ Electroforesis
En la Figura 44 aparece ia electroforesis de la lipasa de Rh.mieh

ei semipurificada.

resis SDS-PAGE en condiciones reductoras de la lipasa de Rh.miehei

Figura 44: Electrofo
con sulfato amonico,

semipurificada por precipitacion
ado derecho de la electroforesis corresponden al

Las dos primeras bandas desde el 1
arificada por precipitacion

einas. Las bandas3 y 4 correponden a la lipasa semip
e saturaciéon de sulfato aménmico; las siguientes bandas
wn 60, 70y 80 % de saturacion de

patrén de prot
en una solucién con un 50 % d
corresponden a la lipasa de Rh.miehei semipurificada con

sulfato amoénico, respectivamente.
En estas electroforesis, se observa que la enzima purificada por precipitacién con un

50% de sulfato aménico presenta una banda intensa (90%) en la zona correspondiente al peso

molecular de la lipasa de Rh.miehei (30kD).
En los otros preparados la bandas a 30 kD sigue siendo la mas significativa, pero al

aumentar la cantidad de sulfato aménico utilizado, aumenta la intensidad de las bandas
contaminantes de peso molecular superior, debido a que ¢l proceso de agregacién protéica es
mavor.
T . .
ras e} estudio de estas electroforesis, se puede concluir que la precipitaciéon de la
li as - . ] Y
pasa cruda comercial de Rh.miehei (Lipozyme® 10000L) con un 50% de saturacién de

sulfato amonico permite la purificacién casi total de dicha lipasa.

IV.2.3.c.- Determin#cién de l1a actividad esterdsica

Unavezc 1 16 J
onoctda la concentracién protéica de cada uno de los residuos obtenidos tras

. la re . . .y ’ . .y
precipitacién con sulfato amanico, se procedid a la determinacion de la actividad esterasica

remanente } i 16
te, para analizar el grado de madificacién de esta actividad tras el proceso de
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semipurificacién, que esta determinado por el factor de semipurificacion (F).

Determinacion de la actividad esterdsica especifica

En la Figura 45 se representan las rectas de variacion de la velocidad de la reaccion

de hidrolisis del acetato de p-nitrofenilo frente a la concentracién de proteinas de la lipasa
cruda de Rh.miehei y la lipasa semipurificada por precipitacion con distintos procentajes de
saturacion con sulfato amonico. En la Figura 46a y 46b se representan las rectas de actividad

esterasica de la hipasa semipurificada por precipitacion con sulfato aménico sin y con posterior
- dialisis.

oy

0.04 0.08 012 0.18
sonoerdrasién de predeines (mg'mi)

Figura 45: Comparacion de 1a actividad esterasica especifica de 1a lipasa Rh.miehei cruda y
semipurificada por precipitacion con distintos grados de saturacion de sulfato amonico.
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Figura 46: Actividad esterasica especifica de 1a lipasa semipurificada por precipitacién con

distinto grado de saturacion de sulfato aménico. A) sin posterior didlisis, B) con posterior

dialisis.

En la Tabla 28 se recogen los valores de actividad esterasica especifica para cada
residuo, tanto dializado como sin dializar. La actividad especifica se expreso¢ por cantidad de

proteinas determinadas segin el método de Bradford.

Tabla 28:_Actividad esterdsica especifica de la lipasa de Rh.miehei cruda y semipurificada
por precipitacion con distinto grado de saturacion de sulfato amonico {con y sin posterior

dialisis).
: = = T

saturacién con precipitade NO precipitado

sulfato amoénico dializado dializado
(%) (mmol/min mgprot) F {(mmol/min mgprot) F
50 % 321128 53 6810 1,1
60 % 6746 1,1 1112 0,2
70 % 72114 1,2 942 0,1
80 % 40+2 0,6 1611 0,2

LOTE 5 6015 (*) 1

(*) se aplico el factor de correccidn (f=8.510,9) para expresar la cantidad de proteina segun ol método de Bradford
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A la vista de estos resultados, se puede concluir que la precipitacion de las proteinas
con un 50% de saturacion de sulfato amonico supone un importantisimo incremernto de la
actividad esterasica con respecto a la lipasa cruda. Por el contrario, la precipitacién con mayor
cantidad de suifato (60 y 70 % de saturacion) supone una minima modificacién de la
actividad, respecto de la lipasa cruda y una disminucion de esta actividad esterasica cuando
la saturacién es del 80% (Figura 45 y 46a}

Como resultado de la didlisis posterior (Figura 46b) se produce una fuerte pérdida de
la actividad esterasica de la enzima. Este hecho confirma los resultados negativos, en cuanto
a la actividad esterasica del proceso de dialisis, comentado antenormente (ver [V.2.2.5.; Tabla

25).

Determinacion de las constantes cinéticas de la actividad esterasica

A continuacidn, se determinaron las constantes cinéticas de la reaccion de hidrolisis
del acetato de p-nitrofenilo catalizada por la lipasa de Rh.miehei cruda y semipunficada con
un 50% de saturacion de sulfato amodnico. Se eligid esta enzima semipunficada porque fue

la que present¢ mayor actividad esterasica.

En la Figura 47 se representan las curvas de Michaelis-Menten de la actividad
esterasica de la lipasa cruda de Rh.miehei v semipurificada con un 50 % de saturacion con
sulfato amodnico. En la Figura 48 se muestra la representacion lineal de Eadie-Hofstee de la

ecuacion de Michaelis-Menten.
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Figura 47: Curvas de Michaelis-Mente de_actividad esterasica de la lipasa Rh.miehei cruda
y semipurificada por precipitacion con sulfato amonico al 50% de saturacion.
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Fignra 48: Representacion de Eadie-Hofstee de actividad esterdisica de 1a lipasa Rh.miehei
cruda y semipurificada por precipitacion con sulfato amédnico al 50% de saturacion.
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En la Tabla 29 aparecen los resultados obtenidos, comparadoes con los valores de la

lipasa antes de la semipurificacion.

Tabla 29: Constantes cinéticas de_actividad esterasica de la lipasa cruda y semipurificada
por precipitacion con un 50% de sulfato amonico.

ENZIMA K, ‘ k.,
M] (mmol/min mgprot)
cruda (7£1)107 102+17(*)
SP (7£1)107 82+7

(*) se aplico el factor de correccion (f=8,510,9) para expresar la cantidad de proteina segin el método
de Bradford.

Analizando las constantes cinéticas se observa que la lipasa de Rh.miehei, tras el
proceso de semipurificacién por precipitacion con un 50% de saturacion de sulfato amdnico
conserva su comportamientb cinético de actividad esterasica, puesto que el valor de las
constantes cinéticas (k. y K,,) es similar para la lipasa cruda y para la lipasa semipunificada,
dentro del error experimental. Por el contrario, se produce un aumento un incremento notable
de la actividad esterasica especifica (Tabla 28), expresada por cantidad de proteina, debido

a la elimmaciéon de impurezas contaminantes.

IV.2.3.d.- Determinacion de la actividad lipasica
1V.2.3.d.1.- Hidrolisis de aceite de oliva

Para comparar la actividad lipasica de las hpasas de Rh.miehei semipunficadas, con
distinto grado de saturacién de sulfato aménico, se empled como reaccién test fa hidrélisis
de aceite de oliva siguiendo el método A (ver [11.3.3.a.1.).

En la Figura 49 se representan las rectas de variacion de la velocidad lipasica, en la
reacciéon de hidrolisis de aceite de oliva, de la lipasa cruda (lote 5) y de la lipasa
semipurificada por precipitacion con distintos grados de saturacion con sulfato aménico. En
las Figuras 50a y 50b se representan también la actividad lipasica de la lipasa semipunficada

por precipitacion sin y con postenior dialisis.
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Figura 49: Comparacion de la actividad lipasica especifica de 1a lipasa Rh.miehei cruda y
semipurificada por precipitacion con distintos grados de sauraciéon de sulfatc amonico.
Reaccion test: hidrdlisis de aceite de oliva {(método A)
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Figura 50: Actividad lipasica especifica de la lipasa semipurificada por precipitacién con
distinte grado de saturacion de sulfato amonico. A) sin posterior dislisis, B) con posterior
dialisis. Reaccion test: hidrélisis de aceite de oliva (método A)
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Resultados y Discusion

En ia Tabla 30 se recogen los valores de las actividades lipasicas especificas de los
precipitados protéicos obtenidos, tanto diabzados como sin dializar, en la reaccion de

hidrélisis de aceite de oliva.

Tabla 30: Actividad lipasica especifica de la lipasa de RhA.miehei semipurificada por
precipitacion con sulfato aménico (con y sin posterior didlisis). Hidrélisis de aceite de oliva
(método A)

saturacién con precipitade NO precipitado dializado

suifate aménico dializado (mmol/min (mmol/min mg)
(%) mg) F F
50 % (7,0£0,2)107 3.2 (2,0£0,4)10° 0,9
60 % (2,840,2)10° 1,3 (0,640,110 0,3
70 % (3,0£0,2)10° 1,4 (0,4+0,2)10° 0,2
80 % (2,120,2)10° 1,0 (0,330,107 0,1

LOTE § (2,240,3)10°(*)

F factor de purif?caeién
(*) se aplicé el factor de correccion (£=8,5+0.9) para expresar la cantidad de proteina segun el método
de Bradford.

De estos resultados se puede deducir que la purificacion por precipitacion con sulfato
amonico al 50% de saturacion da lugar a una proteina con mayor actividad lipasica especifica
que la lipasa cruda comercial (Lipozyme® 10000L) (Tabla 19). No obstante, el proceso de
didlisis reduce la actividad lipasica (hidrélisis de aceite de oliva), tal como se observd en la
seccién antenormente (ver IV.2.2.c.; Tabla 26). Asi pues, se puede concluir que la
purificacion de la lipasa de Rh.miehei por dialisis reduce la actividad lipasica debido
7probablemente a la eliminacion de moléculas de polisacaridos umidos a la proteina no
covalentemente, y que favorecen la unién de la lipasa (glicoproteina) a la mnterfase oleo-

acuosa, proceso indispensable para el desarrollo de la actividad lipasica de las lipasas.

IV.2.3.d.2.~ Hidrdlisis de tributirina
Al mmtentar determinar las constantes cinéticas de la reaccion de hidrolisis de acette de
oliva catalizada por la lipasa de Rh.miehei semipurificada por precipitacion con sulfato

amonico al 50% de saturacion, surgieron grandes problemas debido a 1a poca sensibilidad del
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método para medir la variacién de la actividad al varnar ligeramente 1a concentracién de
sustrato. Por esta razén se utilizé el método de hidrolisis de tributinna (ver 171.3.3.5.) que
presenta una mayor sensibilidad y es el método recomendado por el laboratorio Novo-
Nordisk®*, productor de los lipasas comerciales Lipozyme® IM20 y 10000L para estudiar la

actividad lipasica de esta enzima.

Determinacion de la actividad lipdsica

Una vez comprobado que el procedimiento experimental de semipurificacion con el
que se obtienen mejores resultados de actividad lipdsica fue saturando la enzima con un 50%
de sulfato aménico se repitié la semipurificacion bajo esas condiciones, pero a mayor escala
y se determiné su actividad lipasica especifica por la reaccion de hidrolisis de tributinina. Los
resultados de estos ensayos, para la lipasa cruda de Rh.miehei {lote 5) y semipurificada {SP),
aparecen en la Figura 51, representando las rectas de velocidad de reaccion (hidrélisis de

tributirina) frente a concentracién de proteinas, determinada por el método de Bradford.

velovidad de resesién (mmol/imin)
0.018 . , T . ] -

o.Mz —

0.004

—e— a7 Semipuitoane

DM i _i i 41 i i il
Q.000 0.004 0.008 0.012 o0
conoeniraeidn de proteinas (mg)

Figura £1: Rectas de actividad lipasica de Ia lipasa cruda de Rh.miehei y semipurificada por
prectpitacion con un 50% de saturacidon con sulfato amonico. Reaccion test: hidrélisis de
tributirina. o
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El valor de las pendientes de dichas rectas, que determinan la actividad lipasica

especifica de la lipasa cruda y semipurificada aparecen en la Tabla 31.

Tabla 31: Actividad lipasica especifica de 1a lipasa de Rh.miehei cruda y semipunficada por
precipitacion con un 50 % de saturaciéon de sulfato amonico. Reaccidn test: hidrélisis de

tributirina.
ENZIMA actividad especifica
{(mmol/min mg) F
cruda 0,75£0,04 (*) 1,0
sp 2,040,1 2,6
‘!

F (factor de puﬁﬁcacién)
(*) se aplicé el factor de correccion (£=8,510,9) para expresar la cantidad de proteina segun el metodo
de Bradford.

Tras la semipurificacién por precipitacién, con un 50% de saturacion de sulfato
aménico, se produce un importante aumento en la actividad de la lipasa de Rh.miehei en la
reaccion de hidrolisis de tributirina. El factor de semipurificacion (F) expresado en funcion
de la actividad lipasica es semejante en las dos reacciones test utilizadas: hidrolisis de aceite

de oliva (F= 3.2)(ver Tabla 30) y de tributirina (F=2,6)(ver Tabla 31)

Determinacion de las constantes cinéticas de actividad lipdsica

Una vez determinada la actividad lipasica especifica de la lipasa de Rh.miehei cruda
y semipurificada (SP) se llevo a cabo la determinacién de las constantes cinéticas de la
reaccion de hidrélisis de tributirina catalizada por dichas enzimas.

En la Figura 52 se representan las curvas de Michaelis-Menten para ambas lipasas y
‘en la Figura 53 aparece la representacion de Eadie-Hofstee, con la cual se representa

linealmente la ecuacién de Michaelis-Menten.
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Fignra 52: Comparacion de las curvas de actividad lipasica de Ia lipasa cruda y
semipunificada por precipitacidon con sulfato amonico al 50% de saturacion, ajustadas a la
ecuacion de Michaelis-Menten. Reaccion test: hidrélisis de tributirina.
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Figara 53. Representacion de Eadie-Hofstee de actividad lipasica de 1a lipasa Rh.miehei cruda
y semipurificada por precipitacion con sulfato amonico al 50%. Reaccion test! hidrolisis
de tributirina.
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Los valores de las constantes cinéticas de actividad lipasica de 1a lipasa de Rh.miehei
cruda y semipurinifcada por precipitacion con un 50% de saturaciéon de sulfato amonico (SP)

apareceli en la Tabla 32.

Tabla 32: Constantes cinéticas de 1a lipasa cruda y semipurificada por precipitacion. Reaccion
test: hidrélisis de tributirina.

ENZIMA K, k.,
M] (mmol/min mg)
cruda 0,0610,01 1,10+0,08(*)
SP 0,06+0,61 3,840,3

(*) se aplico el factor de correccion (f=8,5£0,9) para expresar 1a canndad de proteina segun el metodo
de Bradford.

Como ocurria con la actividad esterasica (ver [V.2.3.a.; Tabla 29), el valor de la
constante de Michaelis (Ky,) es igual para ambas enzimas debido a que la concentracion de
sustrato en la interfase es similar en ambos casos. Por el contrario, el numero de recambio
(k.,) es superior para la enzima semipurificada debido al aumento de la actividad lipasica

como consecuencia de la eliminacidon de contaminantes.

IV.2.3.d.- Estudio_de la estabilidad térmica de la lipasa de Rhk.michei cruda y

semipurificada

Una vez analizada la variacion de la actividad lipasica y esterél-sica de la hipasa de
Rh.miehei cruda y semipurificada se estudié la termoestabilidad de dichas enzimas. Dicho
estudio se aplicd unicamente a la lipasa semipurificada por precipitaciéon con un 50% de
'sulfato aménico porque fue la enzima semipurificada mas activa y sobre la que se han
centrado los estudios posteriores.

Como se indico en la parte experimental (ver [11.5.3,), las enzimas se mantuvieron a
diferentes temperaturas (37 y 50 °C) en un medio similar al de la reacciéon de hidrolisis de
tributinna, reaccion test de analisis de la termoestabilidad de la lipasa de Rh.miehei cruda e
inmovilizada.

Las curvas de desactivacion enzimatica obtenidas se ajustaron a una ecuaciéon de

decrecimiento exponencial simple (ecuacion 29), para lo cual se utilizé el programa EXFIT
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4 2354,

del paquete integrado SIMFIT version
Actividad residual = A e* + ¢ [29)

Para explicar los resultados obtenidos se utilizo el modelo de Henley y Sadana®”,

representado en el Esquema 25:

E k1 E, k2 Es

o, o

Esquema 25: Esquema de desactivacion enzimatica.

donde k, v k, son las constantes cinéticas de desactivacion; E, E, y E, son las actividades
especificas de la enzima y de los intermedios formados durante el proceso de desactivacién
y o, y O, son las relaciones entre las actividades especificas de la enzzma y cada uno de los
mntermedios de desactivacion, a,= E/E y a,= E,/E

Estos autores consideran que la constante del ajuste (A), a un tiempo determinado es
el promedio de las actividades especificas de cada estado (ecuacién 30), siendo E, la actividad

inicial a t=0.

A= [30]

Esta constante puede expresarse en funcidn de los parametros miciales como se indica
en la ecuacion 31, en la que se consideran decrecimientos exponenciales simples para

describir
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En las Figuras 54 A y B se representan la evolucion de la actividad residual de ambas

enzimas a 37°C (Figuras A) y 50°C (Figura B).

ESTABILIDAD A 37 ESTABILIDADAS0C
Aotividad residusl (%) Aofividacd residual (%)
lﬁ'— ; T T T T L 1” L T [ T _l_ T i T 1 T T_T —{
—— esrzonude ] —— ezorude
—k- = p —K— P
—]
s ~
20 — e X -
B
- \\_ x %
o i l 1 J_ i L l J | A lgL ] 1 T T ﬁ
[ 10 Fo} 30 40 80 €0 70 ] ] 10 -] » .
tlampo (hora)} Fompe (horae)

Figura 54: Curvas de desactivacion de la lipasa de Rh.miehei cruda v semipurificada por
precipitaciéon con un 50% de saturacién de sulfato amonico. A) a 37 °C y B) a 50 °C.

A partir de los ajustes obtenidos se calcularon los valores de los parametros de dicha
ecuacién: constante del ajuste (A), relacion de actividades {a,), constante cinética de

desactivacion (k,) y actividad remanente (¢ = o), que aparecen en la Tabla 33.
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Tabla 33. Parimetros de desactivacion enzimatica a 37 y 50 °C de la lipasa de Rh.michei
cruda y semipurificada por precipitacion con un 50% de sulfato amonico.

ENZIMA -TF A o, k o,=C
(°0) (%) (%) (h™) (%)
cruda 37 57+5 4343 0,27+0,05 2942
SP 37 9214 7,7£0,3 0,047+0,006 0
cruda 50 8817 1240,9 0,38%0,03 - 6,610,4
SP 50 9613 440,01 0,17£0,01 0

A la vista de estos resultados se observa que aunque el proceso de desactivacion
enzimatica es mas lento para la lipasa semupurificada (SP), ya que su constante de
desactivacion (k) es menor a ambas temperaturas, esta enzima (SP) es menos termoestable
debido a la pérdida total de su actividad con el tiempo, puesto que su actividad remanente
final (c} es cero, mientras que la lipasa cruda aunque se desactiva mas rapidamente al
principic mantienen cierta actividad.

Desde el punto industrial, aunque la lipasa semipurificada es mas activa y el método
de obtenciéon es muy sencillo y de bajo coste, presenta el gran invonveniente de su baja
estabilidad a lo largo del tiempo, por lo que se sometié a un proceso de inmovilizacién con

el objeto de incrementar su estabilidad y permitir su utilizacion a gran escala.

IV.2.4.- CONCLUSIONES OBTENIDAS TRAS LA SEMIPURIFICACCION DE

LA LIPASA DE Rh.miehei

Tras semipurificar la lipasa de Rh.miehei por tres métodos distintos dos de ellos
basados en la separacion de proteinas en funcion de su tamafio molecular y otro en funcion
de su solubilidad, se puede concluir que la metodologia mas adecuada es la precipitacion de
proteinas por saturacion con sulfato amoénico. Este método es experimentalmente mas sencillo
que las sucestvas ultrafiltraciones y los resultados obtenidos son mas satisfactorios que los
obtemdos tras el proceso de dialisis y sucesivas centrifugaciones, ya que tras la didlisis se
produce una importante pérdida de la actividad lipasica, aunque no varia la actividad

esterarica.
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La lipasa de Rh.miehei se semipunficé utilizando distintas cantidades de sulfato
amonico (e¢xpresadas en porcentaje de saturacion), obteniendo los mejores resultados con un
50% de saturacion. El contenido protéico del precipitado en estas condiciones fue menor que
el de los preciprtados obtenidos con mayor saturacion de la sal, debido a que el grado de
purificacion alcanzado fue mayor, como se comprobé tras el analisis de los precipitados por
electroforesis, ya que el precipitado obtenido con un 50% de saturacion presentaba una banda
en la zona de 30 kD, correspondiente al peso molecular de la lipasa de Rh.miehei (30kD),
teniendo en cuenta el posible error expenimental. De esta forma, se confirma la total
purificacién de la lipasa cruda comercial de Rh.miehei (Lipozyme® 10000L) por un método
experimental muy sencillo (precipitacién con un 50% de saturacion de sulfato amoénico).
Ademas, se comprobo que la lipasa purificada presentaba mayor actividad lipasica y esterasica

que la lipasa cruda.

Todos estos precipitados fueron postennormente dializados, pero los resuitados de
actividad enzimatica, lipésica y esterasica fueron muy pobres, por lo que se decidié considerar
el proceso de semipurificacion sin posterior didlisis. En conclusién, el método dptimo para
semipurificar la lipasa de Rh.miehei, entre los analizados en la presente Tesis Doctoral, ha

sido la sempunificacion por precipitacién con un 50 % de saturacién de sulfato amonico.

Esta metodologia se escaldé con gran reproducibilidad y se analizo en profundidad el
comportamiento de la lpasa semipurificada obtenida. Para cuantificar el grado de
semupurificacion se utilizd el factor de semipurificacion (F), que relaciona la actividad de la
-enzima semipurificada con la actividad de la enzima cruda. Este factor es algo mayor para
la actividad esterasica (F=5,3) que para la actividad lipasica hipasica (hidrolisis de aceite de
oliva F=3,2 e hidrolisis de tributirina F=2.6) v en todos los casos el factor de semipurificacion
€s superior a La unidad, lo que indica que se ha producido un aumento considerable de la

actividad enzimatica.

El estudio de las constantes cinéticas de la actividad esterasica (hidrolisis de acetato

de p-nitrofenilo) muestra un comportamiento semejante para la ‘enzima cruda y la

207



Semipurificacion de la lipasa de Rh.miehei

semipurificada. Respecto a la actividad lipasica, se ha producido un aumento del nimero de
recambio (k,,) tras el proceso de semipurificacién, debido probablemente a la eliminacién de

contaminantes interfaciales.

Por ultimo, se analizo la estabilidad de la lipasa semipurificada por precipitacién con
un 50% de sulfato amédnico a 37 y 50°C y se observé la pérdida total de su actividad lipasica
a ambas temperaturas, mientras que la lipasa cruda mantiene tna actividad remanente. Desde el pinito

de vista imdustrial es un inconveniente de gran importancia,
Asipues, en conjunto, se puede considerar que el nuevo biocatalizador obtenido presenta

mejores caracteristicas en las reacciones de hidrolisis de los sustratos estandar que la lipasa

cruda, aunque su termoestabilidad es menor.

208



Silice

Resultados y Discusion

IV.3.- INMOVILIZACION DE LA LIPASA DE Rhizomucor michei

La lipasa de Rh.miehei se inmovilizd por unioén covalente a un soporte de silice (ver
IL.4.6. y II1.5.), previamente activado por el método de la 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina (TCT),

como muestra el esquema siguiente:

Cl %‘ %
>" Actwaclén >" N INMOV[LIZACION > N
C

OH + >_ Cl
i
>_ N de la silice N Enz- NH2 : N
O
2,4 ,6-tricloro-1,3,5-trazina

Esquema 25: Inmovilizacion de la lipasa de Rh.miehei por enlace covalente con silice,
previamente activada via TCT

En la presente Tesis Doctoral se sigmoé este método de inmovilizaciéon de la lipasa de
Rh.miehei por enlace covalente, con el objeto de comparar sus caracteristicas y actividad con
el derivado comercial (Lipozyme® IM20) de lipasa de Rh.miehei inmovilizada por adsorcion

sobre una resina de intercambio aniénico {Duolite-A568).

Como ya se indicé en la Introduccion (ver I1.4.6.) la inmovilizacion de enzimas por
unién covalente se basa en la activacion previa de determinados grupos quimicos del soporte,
que posteriormente reaccionaran con grupos nucledfilos de la proteina. Los grupos funcionales

de las proteinas implicados con mayor frecuencia en este proceso de mmovilizacién son los

grupos e-amino de los residuos de lisina, situados hacia el exterior de la superficie protéica.

Utilizando la informacion estructural de la lipasa de Rh.miehei depositada por Brady
y cols.” en el Banco de Datos de Proteinas se analiz6 la disposicion de los residuos de lisina
en la estructura de esta enzima, como se¢ indicé en la Introduccién al estudiar la estructura de

la lipasa de Rh.miehei (ver I1.3.3.h; Figura 23).

En la Tabla 34 se indica la posicion de estos residuos de lisina en la estructura
primaria de la lipasa de Rh.miehei y el grado de accesibilidad de cada uno de ellos al

disolvente, de acuerdo con la informacidn recogida en la Tabla 4. (vér‘11.3.3.b.)
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Tabla 34: Posicion y accesibilidad de los residuos de lisina de la lipasa de Rh.miehei.

posicion en estructura 1* grado de accesibilidad (A)

50 112
53 83
73 10
106 90
109 , 78
131 144
137 0

Todos los residuos de lisina de la lipasa de Rh.miehei se colocan en la zona externa
de la proteina debio a su caracter polar, excepto la lisina 137 que estd completamente
enterrada, lo que permite la unién covalente de esta enzima a la silice previamente activada.
Asimismo, se comprueba que ningun residuo de lisina se coloca en la tapadera y en zonas
adyacentes al centro activo, por lo que no se impedird la normal actividad de la lipasa de

Rh.miehei tras el proceso de inmovilizacidén por enlace covalente.

Una vez comprobado que la lipasa de Rh.miehei no presentaba ningun imnconveniente
estructural para ser inmovilizada por emlace covalente con silice se llevd cabo este
procedimiento y se inmovilizo 1a lipasa cruda y semipurificada por precipitacion con un 50%
de saturacion con sulfato amoénico (SP). A continuacion, se analizd la actividad lipasica de
los derivados obtenidos, como catalizadores de la reaccion de hidrélisis de tributinina y se
estudié su . termoestabilidad respecto a la enzima de partida. Asimismo, se compard la
actividad lipasica de estos derivados inmovilizados por wmién covalente y el dernivado

comercial (Lipozyme® IM20) inmovilizado por adsorcién.

La nomenclatura utilizada para designar los derivados nmovilizados fue la siguiente:
Cruda — lipasa cruda (Lipozyme® 10000L) .
SP —» lipasa semipurificada por precipitacion con un 50% de saturacion de

sulfato aménico
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IM20 —» lipasa inmovilizada por adsorciéon (Lipozyme® IM20)

SIL-C — lipasa cruda mmovilizada por enlace covalente

SP —» lipasa semipurificada por precipitacién con un 50% de saturacién de
sulfato amonico

SIL-SP — lipasa semipurificada e inmovilizada por enlace covalente

IV.3.1.- SEGUIMIENTO DEL PROCESQO DE INMOVILIZACION

Durante el proceso de mmmovilizacion se hizo un seguimiento de la concentracion de
proteinas en el sobrenadante, utilizando el método del biuret y la actividad lipasica especifica
de dichas proteinas en la reaccién de hidrélisis de tributirina (ver /7.3.3.6.) con el fin de
determinar el tiempo Optimo de inmovihizacion. En la Figura 55 se representan los resultados

obtenidos durante e] proceso de inmowvilizacion.

sandided de preteines (myg) selivided Nphelea [mmelivnin my
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Figura 55: Evolucion del proceso de inmovilizacion de la lipasa de Rh.miehei por enlace
covalente con silice activada.

Durante la inmovilizacién la concentracién de proteinas en el sobrenadante fue

disminuyendo. A partir de las 30 horas la concentracién de proteinas libres se estabilizo
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debido a la saturacién del soporte, por lo que el proceso de mmovilizacién se detuvo a las 48
horas, titempo tras el cual se considerd que ya se habian formaso las uniones multipuntuales
enzima-soporte.

La actividad especifica de las proteinas no inmovilizadas se matuvo constante durante
el proceso, lo cual indica que las proteinas que se van uniendo al soporte mantienen toda su
actividad y no han sido desnaturalizadas durante el proceso de inmovilizacién.

En la Tabla 35 se recogen los resultados del proceso de inmowvilizacién,

Tabla 35: Inmovilizacion de la lipasa de Rh.miehei por enlace covalente con silice,
previamente activada con 2,4,6-triclero-1,3,5-triazina (TCT).

e — — — — = — -
soporte proteina carga enzimatica inmovilizacién actividad
(g) inicial (mg prot/ (%) retenida”’
(mg) mg soporte) (%)
5 237 0,045 96 3,6
11 526 0,028 59 9

{(+) actividad retemda especigca, referida a la actividad de la lipasa cruda en 1a reaccion de hidrélisis
de tributirina.

Al realizar el proceso de inmovilizacién a mayor escala no se obtuvieron los mismos
resultados. El grado de inmovilizacién, que estd determinado por el valor del porcentaje de
inmovilizacién y por la carga enzimatica del derivado, fue mayor en el proceso a menor
escala, debido a que el volumen de la reaccién es menor, lo cual favorece la agregacién
enzimatica y la union de mayor cantidad de proteinas al soporte. Por el contrario, la actividad
retenida del derivade abtenido a pequefia escala es menor, aunque su carga enzimdtica sea
mayor, debido a que la mayor acumulacion de proteinas sobre el soporte y su agregacién
dificulta la accesibilidad del sustrato a los centros activos de la enzima, con lo cual aunque
un derivado presente mayor carga enzimética su actividad retenida puede ser menor.

La actividad retenida de los derivados inmovilizados sobre silice es muy baja si se
compara con los resultados obtenidos al inmovilizar 1a lipasa de C.cylindracea comercial
segim esta metodologia (56%)™°, ya que ambos derivados presentan cargas enzimaticas
semejantes (0,047 mg de lipasa de C.cylindracea/mg de soporte). Estos resultados de actividad

retenida tan dispares pueden ser debidos a las diferencias estructurales de ambas lipasas
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Tabla 36 Propiedades estructurales de las lipasas de Rh.miehei y de C.cylindracea.

propiedades estructurales

(N

lipasa de Ri.miehei

lipasa de C.cylindracea

peso molecular (kD)
pto.isoeléctrico

Lisinas

30
4
7

62
5,0-5,8
17

-

1V.3.2.- COMPARACION DE LOS DERIVADOS INMOVILIZADOS DE LA

LIPASA DE Rh.michei

A continuacion se hizo un estudio comparativo de la lipasa de Rh.miehei inmowilizada

por unién covalente a un soporte de silice (SIL-C) y el derivado comercial de dicha lipasa

inmovilizada por adsorcién sobre una resina de intercambio aniénico (Lipozyme® IM20). Lo

que permitié comparar la efectividad de diferentes métodos de inmovilizacion,

La reaccién test utilizada para determinar la actividad lipasica de los denivados

mmovilizados fue la hidrolisis de tributinna (ver /11.3.3.5.).

En la Figura 56 se representan las rectas de actividad lipasica de ambos derivados.

velosidad de resveién (mmol/min)
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6.0 7.0

Figura 56: Actividad lipasica de 1a lipasa de Rh.miehei inmovilizada por enlace covalente
sobre silice y por adsorcion sobre una resina de intercambio anionico.
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Inmovilizacion de la lipasa de Rh.michei

En la Tabla 37 se recogen los valores de las correspondientes pendientes que equivalen
a la actividad lipasica especifica de cada derivado y que se han representado en la figura

atiterior.

Tabla 37: Actividad lipasica especifica de los derivados inmovilizados de la lipasa de
Rh.miehei por enlace covalente y por adsorcion.Reaccion test: hidrélisis de tributirina

ENZIMA actividad lipdsica especifica
{mmol/min mgprot)
Sil-C (4,8+0,3) 107
IM20 (3,810,4) 107

La actividad lipasica especifica del dertvado inmovilizado sobre silice unido por enlace
covalente fue superior a la actividad del derivado comercial Lipozyme® IM20, inmovilizado
por adsorcién a pesar de su menor carga enzimatica (carga enzimatica de IM20 = 0,12 mg/mg
y de Sil-C = 0,028 mg/mg). Este hecho confirma que el derivado obtenido por umién
covalente es méis estable en medio acuoso que el obtenido por adsorcién, ya que el primero
no pierde carga enzimatica por estar unido covalentemente y el segundo s1 (ver 7V.1.1.b.;

Tabla 16).

Determinacidn de las constantes cinéticas de actividad lipdsica

A continuacion se determinaron las constantes cinéticas de ambos derivados en la
misma reaccion de hidrélisis de tributirina, con el fin de analizar la afinidad por el sustrato
de estos derivados inmovilizados.

En [a Figura 57 se representan las correspondientes curvas de Michaelis-Menten y en

la Figura 58 la representacion lineal de Eadie-Hofstee.
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Figura 57: Curvas de Michaelis-Menten de actividad lipasica de la lipasa de Rh.miehei
inmovilizada por enlace covalente sobre silice y por adsorcion sobre una resina de intercambio
anionico. Reaccion test: hidrolisis de tributirina,
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Figura 58: Representacion de Eadie-Hofstee de actividad lipasica de 1a lipasa de Rh.miehei
inmovilizada por enface covalente sobre silice y por adsorcion sobre una resina de intercambio
anionico. Reaccion test: hidrélisis de tributirina.
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Inmovilizacion de ta lipasa de Rh.miehei

En la Tabla 38 aparecen los valores de las constantes cinéticas de la reacciéon de
hidrolisis de tributirina catalizada por la lipasa de Rh.miehei inmovilizada por adsorcion

(IM20) y por enlace covalente (SIL-C)

Tabla 38: Constantes cinéticas de actividad lipdsica de los derivados inmovilizados por enlace
covalente y por adsorcién. Reaccion test: hidrolisis de tributirina.

ENZIMA Ky Ko
[(M] (mmol/min mgprot)
-~
Sil-C (95£2)10° (8,9+1)10°
M20 (115+30)10° (14t1)10°

Los resultados de la Tabla 38 puede deducirse que la inmovilizacion covalente via
2.4,6-tricloro-1,3 5 -triazina, llevada a cabo sobre silice no es distorsionante pues el derivado
obtenido presenta unos valores de ky y k,, semejantes a las del denivado adsorbido
(Lipozyme® IM20. Por ltimo, si se comparan estas constantes cinéticas con las
correspondientes a la lipasa cruda de Rh.miehei (Tabla 23) se observa que l1a ky, es semejante
para ambas enzimas y que el valor de k,,, es superior para la lipasa cruda, ya que aunque la
afinidad de la lipasa de Rh.miehei por la tributirina no varia tras el proceso de inmovilizacion,
la velocidad de reaccién st varia.

Ast pues, el derivado inmovilizado sobre silice (SIL-C) puede considerarse mejor
biocatalizador que el denivade comercial IM20 en la reaccion de hidrolisis de tributinna,
puesto que se obtienen resultados semejantes en cuanto a actividad lipasica aunque las cargas
enzimaticas son muy diferentes (IM20 (0,12 mg/mg) y SIL-C (0,028 mg/mg), sin que se altere

la especificidad de la enzima.

Iv.3.3.. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD TERMICA DE LA LIPASA DE
Rh.michei NMOVILIZADA SOBRE SILICE

Para analizar la estabilidad de 1a lipasa de Rh.miehei inmovilizada por union covalente
a un soporte de silice se almacend dicho derivado a diferentes temperaturas (37 y 50 °C) en
un medio de caracteristicas semejantes al medio de la reaccidn test de actividad lipasica. La

reaccion test utilizada para determinar la actividad lipasica remanente del derivado
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inmovilizado fue la hidrolisis de tributirina, catalizada por el derivado SIL-C tras un

determmado tiempo de almacenamiento en las condiciones indicadas.

La desactivaciéon del derivado inmovilizado se analizé a dos temperaturas diferentes:
37 °C temperatura de la reaccion test y a una temperatura exterma (50 °C).

Las curvas de desactivacion enzimatica de la lipasa cruda e inmovilizada (SIL-C) se
ajustaron a una ecuacton de decrecimiento exponencial simple, como la utilizada en el estudio
de la estabilidad térmica de la lipasa de Rh.miehei cruda y semipunficada (ver IV.2.3.d.;
ecuacidn 29), mediante el programa EXFIT del paquete integrado SIMFIT version 4.0 ***:

Actividad residual = A e™ + ¢ [29]

En las Figuras 59 A y B se comparan las curvas de desactivacion de la lipasa de

Rh.miehei cruda e inmowilizada por enlace covalente con silice (SI1-C) a 37 °C y 50 °C,

respectivamente.
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Figura 59: Curvas de desactivacion de la lipasa de Rh.miehei cruda e inmovilizada por unién
covalente con silice (SIL-C). A} a 37 °Cy B)a 50 °C.
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Inmovilizacion de la lipasa de Rh.miehei

Estas curvas de desactivacion indican que en todos los casos (a 37 y 50 °C) se alcanza
una actividad residual constante (c) y como se indico en el estudio de estabilidad de la lipasa
de Rh.miehei semipurificada (SP) (ver IV.2.3.d.) los datos experimentales de la desactivacion
enzimatica para las diferentes temperaturas analizadas se ajustaron a una ecuacion de
decrecimiento exponencial simple, siguiendo los modelos 3 y 8 descritos por Henley y

Sadana™.

E-% , g0 ,E
o =E,/E 012=E2/E=C

Esquema 26: Modelo de desactivacion de la lipasa de Rh.miehei cruda e inmovilizada sobre silice.

Esto no ocurre con la lipasa de C.cylindracea®® imovilizada sobre silice, la cual se

desactiva siguiendo un modelo lineal, hasta perder toda su actividad.

A partir de los ajustes obtenidos se calcularon los valores de los parametros de dicha
ecuacion: constante del ajuste (A), relacion de actividades (a,), constante cinética de

desacttvacion (k,) y actividad remanente (¢ = ct,), que aparecen en la Tabla 39.

Tabla 39: Parametros de desactivacion enzimatica a 25, 37 y 50 °C de la lipasa de Rh.miehei
cruda e inmovilizada sobre silice,

ENZIMA T A a, k a,
(°C) (%) (%) (b (%)
cruda 50 88+7 1240,9 0,3840,03 6,6+0,4
Sil-C 50 5746 4344 0,08+0,02 2444
cruda 37 5745 4343 0,2710,05 29+2
Sil-C 37 4217 5819 1,50,6 5612

La diferencia entre ambas enzimas reside en el hecho de que los estados intermedios

de desactivacion (E, y E,) de la enzaima inmovilizada son mas activos, ya que los pardmetros
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de actividad relativa (o, y o,) son mayores. Evidentemente, cuanto mayor es la temperatura
de almacenamiento, menor es la actividad residual (¢ = ), ya que estd mas proxima a la
temperatura de desnaturalizacion enzimatica.

Los resultados mas destacados, en cuanto al incremento de la estabilidad enzimatica
tras el proceso de mmmovilizacion se observan a 50 °C, ya que a esa temperatura las
diferencias entre los valores de las actividades relativas (a,) y las actividades remanentes (a,)
son mas acusadas.

Tras analizar todos los parametros de la ecuacidn monoexponencial decreciente a la
cual se ajustd el proceso de desactivacion enzimatica de los biocatalizadores estudiados se
comprobé que se habia logrado el objetivo fuindamental del proceso de inmovilizacion, que
es el aumento de la estabilidad de la enzima, ya que en ambos casos (37 y 50 °C) la actividad

residual remanente fue significativamente superior para el derivado inmowilizado (SIL-C).

Por tanto, se puede concluir que tanto la lipasa cruda de Rh.miehei como la
inmovilizada sobre silice por unién covalente (SII-C) siguen el mismo modelo de
desactivacion (Esquema 26), de lo que se deduce que el procedimiento de inmovilizacion
seguido no provoca distorsiones en la lipasa de Rh.miehei, tal y como cabria preveer tentendo
en cuenta la ubicacién de los residuos de lisina por los cuales se produce la union covalente
soporte-enzima, los cuales se situan alejados del centro activo de la lipasa de Rh.miehei (ver

11.3.3.h.; Figura 23)

1V.3.4.- INMOVILIZACION DE LA LIPASA DE Rh. michei SEMIPURIFICADA

Como ya se indicé en la Seccién IV.2. de la presente Memoria, tras llevar a cabo
diversos métodos de semipurificacion de la lipasa de Rh.miehei, se determind que el método
de semipurificacion por precipitacién con un 50% de saturacion de sulfato amonico era el mas
adecuado. Aunque la lipasa semipurificada por ese procedimiento resulté ser mas activa que
la lipasa cruda, su estabilidad fue peor (ver IV.2.3.d.), por 1o que se procedidé a inmovilizarla,
con el fin de incrementar su estabilidad y poder asi utilizarla a nivel mdustnal.

La lipasa de Rh.miehei se semipurificé a mayor escala siguiendo esa metodologia y
posteriormente se inmovilizo por enlace covalente con silice, previamente activada via 2,4,6-

tricloro-1,3,5-tnazina (TCT).
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En la Tabla 40 se comparan los resultados obtenidos al inmowilizar la hpasa de

Rh.miehei cruda y semipurtficada.

Tabla 40: Inmovilizacion por enlace covalente con silice, de 1a lipasa de Rh.miehei cruda
(SIL-C) y semipurificada por precipitacion con un 50% de saturacion de sulfato amonico

(SIL-SP).
ENZIM soporte prot.inicia carga enz. inmov. actividad
(g) (mg) (mg prot (%) retenida®’
/mg soporte) (%)
5 237 0,045 96 3,6
Sil-C
11 526 0,028 59 9
Sil-SP 2.2 10 0,0013 28,6 12,5

(+) actividad retenuda especifica, referida a la actividad de la lipasa cruda en la reaccion de hidralisis
de tributirina.

El porcentaje de actividad retenida se determin¢ analizando la actividad lipasica
especifica de las lipasas, cruda y semipurificada, antes y después de la inmovilizaciéon. La
reaccion de referencia fue la hadrolists de tnbutinna.

Puede observarse que el rendimiento del proceso de inmowilizacién de la lipasa
semipurificada es menor que el de la lipasa cruda, aunque la actividad lipasica retenida es

mayor, tal y como cabia esperar al inmovilizar una enzima mas pura y mas activa.

Actividad lipdsica especifica

En 1a Figura 60 se representa la actividad lipasica de los derivados inmovilizados por

enlace covalente con silice en la reaccidn de hidrdlisis de tributirina.
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Figura 60;: Actividad lipasica de la lipasa de Rh.miehei cruda y semipurificada, inmovilizadas
ambas sobre silice. Reaccion test; hidrélisis de tributirina,

En la Tabla 41 aparecén los valores de actividad lipasica especifica de ambas enzimas
(cruda y semipurificada) inmovilizadas por enlace covalente. Estos valores de actividad
especifica corresponden a la pendiente de las rectas representadas en la Figura 60.

La actividad lipasica especifica indica el valor de actividad lipasica por miligramo de
proteina, determinado por el método de Bradford, por lo que el valor de actividad de la lipasa

cruda (mmovilizada y no inmovilizada) se multiplicé por ¢l factor de correcion (8,510.9).

Tabla 41: Actividad lipasica especifica de la lipasa de Rh.miehei cruda y semipurificada e
inmovilizadas sobre silice, Reaccion test: hidrélisis de tributirina.

ENZIMA actividad lipasica especifica
(mmol/min mgprot)
cruda 0,75+0,03 (*)
Sil-C (4,120,2)107(%)
SP 2,040,1
Sil-SP 0,25+6,001

(*) se aplico el factor de correccion (f=8,5+0,9) para expresar la cantidad de proteina segun el metodo
de Bradford.
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Tras el estudio comparativo de la actividad lipasica de los denivados inmovilizados de
la lipasa cruda y semipurificada se confirma que el derivado semipurificado es mas activo,
como se esperaba, puesto que la enzima de partida era mas activa y la actividad retenida del

dertvado es también superior.

Determinacion de las constantes cinéticas

A continuacion se determinaron las constantes cinéticas de la actividad ltpasica de
ambos derivados en la reaccion de hidrdolisis de tributinna con el fin de analizar su
comportamiento cinético y su afinidad por el sustrato tributirina.

En la Figura 61 las curvas de Michaelis-Menten, linealizadas en la Figura 62 mediante

el modelo de Eadie-Hofstee.
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Figura 61: Curvas de Michaelis-Menten de actividad lipasica de la lipasa de Rh.miehei cruda
y semipurificada, inmovilizadas sobre silice. Reaccion test: hidrolisis de tributirina
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Figura 62: Representacion de Eadie-Hofstee de actividad lipasica de la lipasa de Rh.miehei
cruda y semipurificada, inmovilizadas sobre silice. Reaccion test: hidrélisis de tributirina.

En la Tabla 42 se recogen los valores las constantes cinéticas de la reaccion de
hidrolisis de tributirina, catalizada por los derivados inmovilizados sobre silice de la lipasa

cruda (SIL-C) y semipurificada (SIL-SP) de Rh.miehei.

Tabla 42: Constantes cinéticas de actividad lipasica de los derivados inmovilizados sobre
silice de la lipasa cruda y semipurificada de Rh.miehei. Reaccion test: hidrélisis de

tributirina.
ENZIMA K, k.
M] {mmol/min mgprot)
Sil-C (9512)10° (75£8)10°(%)
Sil-SP (210£50)10° 0,540,1

(*) se aplico el factor de correccion (f=8,520,9) para expresar la cantidad de proteina segun el método
de Bradford.

Al comparar los valores de las constantes cinéticas (K vy k,,,) para ambos derivados,
se observa que las constantes del derivado SIL-SP son mayores y que el aumento mas

importante se produce en la constante catalitica (k.,), la cual incrementa en seie veces su
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valor, mientras que K,, expenimenta un aumento del doble de su valor. Por otra parte,
comparando estos resultados con los obtenidos con las lipasas no inmovilizadas (7Tabla 32)
se observa que el valor de K, no varia tras la inmovilizacién de la lipasa cruda (K, de la
enzima cruda = 0,06M y K,, de SIL-C = 0,09M), muentras que aumenta notablemente para
el derivado SIL-SP (K,; de SP = 0,06M y K, de SIL-SP = 0,21M). Esta diferencia en la
evolucidn del valor de K,, tras la inmovilizacion de estas enzimas puede ser debido a la
eliminacion de los azicares v pequefios péptidos que contaminan la preparacion comercial,
por lo que al inmovilizar la enzima semipurificada la formacion de la interfase necesaria para
el reconocimiento del sustrato se modifica, fenomeno que se traduce en un aumento del valor
de K, de SIL-SP.

Asimismo, se puede considerar el hecho de que al inmovilizar la lipasa cruda y debido
a la gran cantidad de moléculas de glitcidos que acompafian a la protema, es factible que se
.origine cierta competencia entre las lisinas de la proteina y los grupos hidroxilo de los
azucares por unirse a los puntos activados del soporte (silice acttvada via TCT), de forma que
la nmovihzacion de la lipasa cruda se podria producir a través de los azlcares, dando lugar
a un derivado (SIL-C) simlar al obtenido por adsorcion, pues el centro activo no es
modificado. Sin embargo, en el caso de la enzima semipurnificada, al estar desprovista de
azucares, la unién covalente al soporie activado se produce unicamente a través de sus
residuos de lisina, por lo que se podria alterar mas facilmente el centro activo de la lipasa,
modificacién que se traduce en un aumento del valor de la constante de afimidad (K,,) del
derivado SIL-SP respecto de la enzima SP, pero que a su vez también provoca un aumento

de k

cat.

1V.3.4.a.- Estudio de la estabilidad térmica de la lipasa de Rh.miehei
semipurificada e inmovilizada sobre silice (SIL-SP)

Una vez comprobado el incremento de la actividad de la lipasa semipurificada de
Rh.miehei tras el proceso de mmmovilizacion, se procedio al estudio de la estabilidad de dicho
derivado a 37 y 50 °C, tras un periodo de almacenamiento a dichas temperaturas en un medio
semejante al de la reaccién de hidrdlisis de tnbutirina, reaccién de referencia para el estudio

de la evolucién de la desactivacion enzmatica.
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En las Figuras 63 A y B se comparan las curvas de desactivacion térmica de la lipasa
de Rh.miehei semipurificada (SP) y de los derivados inmovilizados por union covalente sobre

silice de la lipasa cruda (SIL-C) y de la semipurificada (SIL-SP) medidas a 37°C y a 50 °C,

respectivamente.
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Figura 63: Curvas de desactivacion térmica de la lipasa de Rh.miehei semipunficada (SP)
y de los derivados inmovilizados (SIL-C) y (SIL-SP) a (A) a 37°C y (B) a 50°C. Reaccian
test: hidrélisis de tributirina.

Como se observa en las Figuras anteriores tras ¢l proceso de inmovilizacion covalente
se produce un importante incremento de la estabilidad de la lipasa de Rh.miehei
semipurificada, lograndose el objetivo propuesto al desarrollar este proceso de inmovilizacion,
que era el aumento de ia estabilidad de la lipasa de RA.miehei semipunficada.

Con el fin de cuantificar los resultados obtenidos se procedid, como se indico
anteriormente a ajustar los datos experimentales de desactivacion representados en las Figuras
63 A y B a una ecuacién monoexponencial decreciente (ecuacion 29)

Una vez determinado el valor de cada uno de estos parametros se realizé un estudio
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comparativo de la termoestabilidad de la lipasa de Rh.miehei y de todos sus derivados
obtenidos a lo largo de la presente Tesis Doctoral. Los valores correspondientes a los
parametros de la ecuacién de desactivacién enzimatica para la lipasa de Rh.miehei cruda,
semipurificada (SP) e inmovilizada por enlace covalente sobre silice, tanto cruda {(SIL-C)

como semipurificada (SIL-SP) se recogen en la Tabla 43.

Tabla 43: Parametros de desactivacion enzimatica a 37 v 50 °C de la lipasa de Rh.miehei
semipurificada e inmovilizada sobre silice (Sil-SP); la lipasa cruda y la lipasa cruda
inmovilizada sobre silice (Sil-II)

ENZIMA T A o, k =0,
(°C) (%) (%) (h™") (%)
CRUDA 37 5745 4314 0,2740,05 2942
SP 37 94+4 6,140,2 0,042+0,004 0
Sil-C 37 4247 5849 1,5£0,6 5642
Sil-SP 37 52433 4843 0,1610,01 4843
CRUDA 50 88+7 1241 0,3810,03 6,6+0,4
SP 50 962 4,040,1 0,2740,02 0
Sil-C 50 5746 4344 0,08+0,02 2414
Sil-SP 50 3843 62+4 0,10+0,03 5742

Tras el analisis de los datos de la Tabla 43 se llego a la conclusion de que tras la
inmovilizacién de la lipasa semipurificada de Rh.miehei (SIL-SP) se incrementé notablemente
la estabilidad de dicha enzama con respecto a la lipasa semipurificada (SP) y con respecto al
derivado SIL-C, obtenido al inmovilizar la lipasa cruda. Con el derivado SIL-SP se obtuvieron
los mayores valores de actividad remanente (ot,) a las dos temperaturas estudiadas. El
incremento de la estabilidad es mas notable a 50 °C, va que a elevadas temperaturas el
proceso de desactivacién enzimatica es también mayor, por lo que la diferencia de la
constante de desativacion (k) de la lipasa semipurificada e inmovilizada sobre silice con
respecto a la constante de desactivacion de las otras enzimas es mas marcada, que a 37 °C.

En conclusion, el proceso de inmovilizacion por enlace covalente con silice,

previamente activada via TCT, es un magnifico sistema de estabilizacién de la lipasa de
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Rh.miehei, puesto que los derivados obtenidos resultaron ser mucho mas estables, siendo esta
diferencia mas notable a elevadas temperaturas. Ademas, se ha logrado el objetivo principal
de 1a inmovilizaciéon de la lipasa semipurificada, que era el incremento de su estabilidad, por
lo que se solventd el inconveniente planteado para la aplicacion, desde el punto de vista
industrial, de esta enzima semipurificada que aunque es mas activa que la lipasa cruda, resulto
ser muy poco estable. Por todo ello este nuevo derivado de la lipasa de Rh.miehei
semipurificada e mmmovilizada, es un biocatalizador dptimo para su utilizacién mndustrial en

procesos de hidrolisis.
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IV.4.- RESOLUCION ENANTIOSELECTIVA DE AINEs

Como se mndicéd en la Introduccion de esta Memona (ver [1.2.7.c.1.) uno de los
objetivos actuales dé 1a Industria farmacéutica es la obtencidén de farmacos homoquirales. En
la presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo la resolucion enantioselectiva de mezclas
racémicas de acidos (R,S) 2-anlpropiénicos o de sus ésteres correspondientes, utilizando como
biocatalizador 1a lipasa de Rh.miehei. Asimismo, se ha analizado con detalle la influencia de
las diversas variables que intervienen en la reaccion y que pueden modificar el rendimiento

y el grado de enantioselectividad de la misma.

Las estrategias seguidas fueron dos:
1).- Hidrélisis enantioselectiva en medio acuoso, a partir del correspondiente

éster racémico.

2).- Esterificacion enantioselectiva, a partir del acido racémico, mediante

reacciones de esterificacion en medio organico.

IV.4.1.- ENANTIOSELECTIVIDAD DE LA LIPASA DE Rbh.michei

En la bibliografia se recoge diversa informacion acerca de la enantioselectividad de
la lipasa de Rh.miehei. Algunos autores han trabajado con acidos quirales, obteniendo
resultados dispares acerca de la enantiopreferencia de esta enzima, mientras que los que se
han centrado en el estudio de alcoholes quirales han obtenido resultados mas homogeneos.

Entre los trabajos realizados con acidos quirales se encuentran los realizados por Sih
y cols.****  los cuales observaron que en 1a reaccion de hidrolisis del éster metilico del (R,S)
Naproxeno, la lipasa de R.miehei suministrada por el laboratorio Amano actuaba,
preferentemente, sobre el enantiomero R de dicho éster, coincidiendo con lo indicado por

247276

Palomer y cols. en las reacciones de hidrélisis y transesterificacion del Ketoprofeno,

utilizando la lipasa de Rh.miehei suministrada por los laboratorios Amano y Novo-Nordisk.

a’* observo una enantiopreferencia opuesta, hacia el enantiémero S,

Por el contano, Mustrant
en la reaccion de esterificacion del (R,S) Ibuprofeno con alcohol amilico. Esta misma

enantiopreferencia de la lipasa de Rh.miehei se observd en la reaccion de esterificacion de
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(R,S) Ibuprofeno con 1-propanol, trabajando en condiciones supercriticas utilizando anhidrido
carbénico como disolvente®'. Estos dos ultimos autores utilizaron la lipasa suministrada por
¢l laboratorio Novo-Nordisk.

77a

Otros autores han llevado a cabo reacciones enantioselectiva de esterificacion®'™ y de
transesterificacion®’™ utilizando alcoholes quirales y como catalizador la lipasa de Rh.miehei
de Novo-Nordisk, observando en todos los casos una enantiopreferencia hacia el
estereoisomero R, aunque con diferente grado de enantioselectividad segin fuera la naturaleza
del alcohol estudiado, debido a la formacion de un complejo acil-enzima, caracteristico para
cada 4acido, cuya estructura y orientacion influye directamente en el proceso de aproximacion

osterior de los enantidémeros del alcohol?”™, favoreciendo de esta forma la esterificacion con
3

un determinado isémero del alcohol.

Estos resultados dispares dificilmente pueden atribuirse al efecto de variables aquirales,
como las que constituyen el medio de reaccidn; sino que lo mas probable es que sea debido
al distinto origen y/o grado de purificacion de las preparaciones enziméticas comerciales.
Como ya se ha indicado, en las reacciones llevadas a cabo por los autores antes citados se
utilizaron lipasas de Rh.miehei procedentes de distintos laboratorios (Novo-Nordisk vy Amano).
El diferente origen de la preparacién enzimatica puede ser un factor importante en la

modificacién de la enantiopreferencia de esta lipasa, ya que como observé Sonnet™””

el grado
de enantiopreferencia de la lipasa de Rh.michei en la reaccion de esterificaccion de acido
octanoico con (*) 2-octanol en hexano, varia segin el laboratorio suministrador de la
enzima; asi la lipasa de Novo-Nordisk presentaba una gran enantioselectividad, 1a lipasa de
‘Gist Brocades una enantioselectividad media y la lipasa de Amano una enantioselectividad

muy pobre.

IV.5.- HIDROLISIS ENANTIOSELECTIVA DE ESTERES DE
ACIDOS (R,S} 2-ARIIL.PROPIONICOS

Con el objeto de obtener el enantiémero farmacologicamente activo (S(+)) de los

AINES derivados del acidos (R,S} 2-arilpropidénico y de acuerdo con la informacién recogida

en la bibliografia, acerca de la enantiopreferencia de la lipasa de Rh.miehei del laboratorio
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Novo-Nordisk; se planted como primera estrategia el desarrollo de la reaccion de hidrolisis
enantioselectiva de los ésteres racémicos de dichos acidos.

Como sustratos de esta reaccidon se emplearon los ésteres butilicos de los acidos (R,S)
2-arilpropténicos. La reaccion de hidrohisis de dichos ésteres fue catalizada por la lipasa de
Rh.miehei nativa (Lipozyme® 10000L) e inmovilizada por adsorcién sobre una resina de
intercambio aniénico (Lipozyme® IM20) en medio acuoso a pH neutro, 37°C y 143 horas de
reaccion, segin el método B de hidrélisis enzimatica de ésteres descrito en la Parte
Expenimental de esta Memoria (ver /11.7.2.)

Los rendimientos de la reaccion (expresada en porcentaje de acido liberado) y la
enantioselectividad del acido liberado (expresado en exceso enantiomérico (ee); asi como el

valor del coeficiente enantiomérico (E) (ver [1.2.5.5.1.) aparecen en la Tabla 44,

Tabla 44: Resultados de la hidrolisis de los eésteres butilicos de los acidos (R,S) 2-
arilpropionicos catalizada por la lipasa de Rh.miehei (143 h).

ester butilico de enzima rend. ee E
(%) (%)
[BUPROFENO cruda 13,6106 9,040,3 (8) 1,2
L IM20 5612 3.040,1 (S) 11
2-FENILPROPIONICO cruda 20,1104 51142 (S) 3,5
IM20 98,610,1 271 (8) ¥50
NAPROXENO } cruda 6719 3041 (S) 3,2
IM20 0 —— -
KETOPROFENO cruda 56+4 61£2 (R) 9,4
' ™M20 7741 5742 (R) Y50

Las reacciones de hidrolisis de los ésteres butilicos de los acides (RS) 2-
arilpropidnicos presentaron numerosos e importantes problemas técnicos. La formacién
y mantenimiento de la emulsién fue muy dificil, por lo que las reacciones fueron muy poco
reproductbles, obteniéndose resultados muy dispares en los numerosos ensayos realizados.
Asimismo, no es aconsejable la utilizacién de la lipasa inmovilizada (Lipozyme® IM20) en

medio acuoso, de acuerdo con los resultados obtenidos en los estudios de su actividad lipasica
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(ver IV.1.2.) vy los estudios de desorcion (ver [V.1.1.b.). El elevado rendimiento obtenido con
esta enzima inmovilizada puede ser consecuencia de la desorcién de la proteina de este
derivado tras 143 b de reaccién y de la actuacién de la lipasa desorbida, por lo que sera muy
dificil controlar el desarrollo de la reaccién y determinar la influencia del proceso de
desorcion en el rendimiento de la reaccion de hidrdlisis.

Aunque la enantioselectividad de estas reacciones era la deseada, obteniéndose el acido
S(+) farmacologicamente activo, (excepto con el Ketoprofeno), debido a los importantes
inconvenientes técnicos de esta reaccion de hidrolisis y su dificil reproducibilidad se varié la
estrategia seguida v se llevo a cabo la reaccion inversa de sintesis enantioselectiva de los

correspondientes ésteres en medio organico.

IV.5.1.- ACTIVIDAD DE LA LIPASA DE Rh.miehei SEMIPURIFICADA E
INMOVILIZADA.

Utiizando como reaccién de referencia la hidrélisis del éster butilico de (R,S)
Ibuprofeno a pH=8, 37 °C y 143 min. se analizé la actividad hidrolitica de la lipasa de
Rh.miehei inmovilizada por unién covalente con silice (SIL-C) y esta misma lipasa
semipurificada por precipitacién con un 50% de saturacion con sulfato amoénico y
posteriormente inmovilizada por el mismo método (SIL-SP).

Para poder comparar la actividad hidrolitica de dichas enzimas se determind la
actividad especifica (mmol acido liberado/min mg proteina determinadas por el método de
Bradford) de cada una de ellas. En la Tabla 45 se recogen los resultados de rendimiento

(mmol acido/min mg proteina) y execeso enantiomérico (ee) obtenidos con cada lipasa.
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Tabla 45: Actividad de l1a lipasa de Rh.miehei cruda, semipurificada e inmovilizada por
adsorcion y por unidn covalente covalente con silice en la reaccion de hidrélisis
enantioselectiva del ester butilico de Ibuprofeno (143 h)

ENZIMA activ.especif ee, .4, E
. {(mmol/mgprot) (%)
cruda 0,126+0,003 7,1£0,3 (S) 1,19
SP 2,9810,08 6012 (S) )50
IM20 0,028+0,002 375 (S) 50
SIL-C 1,250,01 7813 (S) Y50
SIL-SP 0,29+0,003 5242 (S) )30

Como se indico anteriormente, al semipurificar 1a lipasa de Rh.miehei por precipitacion
con un 50% de saturacion de sulfato amoénico (SP), se obtuvo una lipasa de mayor actividad
esterasica (ver IV.2.3.c.; Tabla 28) y lipasica (ver IV.2.3.d.; Tablas 30 y 31) en las reacciones
de hidrolisis de sus sustratos especificos (acetato de p-nitrofenilo, aceite de oliva y tributirina).
Asimismo, la actividad de esta lipasa semipurificada en la reaccion de hidrolisis de otro
sustrato no especifico como es el éster butilico de Ibuprofeno también aumentd, como se
observa en los resultados de la Tabla 45. Ademas la enantioselectividad del proceso aumento
tras la semipunficacion de la lipasa de Rh.miehei, coincidiendo con lo observado por Moreno

¢ con la lipasa purificada de C.cylindracea en la reaccién de hidrdlisis del éster

y cols.
propilico de 2-fenilpropionico. Todos estos resuitados indican que, efectivamente, el
biocatalizador ha mejorado notablemente tras el proceso de semipurificacion.

Al inmovilizar la lipasa cruda de Rh.miehei por enlace covalente con silice (derivado
SIL-C) aumenté el rendimiento. Este aumento del rendimiento puede atribwirse a la
estabilizacion de la emulsién por efecto de la superficie del soporte, cargada
electrostaticamente. Este resultado es opuesto al observado en la reaccion de hidrolisis de
tributirina (ver Tabla 41), ya que en ese caso el derivado SIL-C resulté ser menos activo que
la lipasa cruda. Quiza ese comportamiento diferente se deba a que en la reaccién de hidrolisis
de tributirina se solventé el principal inconveniente de las reacciones de hidrolisis, la
formacion correcta de la emulsion, por 1a adicién de un agente emulsificante (goma arabiga),

pudiéndose medir la actividad hidrolitica sin la influencia de factores externos o dificultades

técnicas.
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Tras la inmovilizacidn de la lipasa de Rh.miehei por adsorcion (IM20} o por union
covalente {SIL-C y SIL-SP) se obtuvieron una serie de derivados de gran enantioselectividad,
debido ﬁrobablemente a la alteracion de ia conformacion de la enzima, ya que disminuyen sus
grados de libertad, aumentando su rigidez y por tanto su enantioselectividad hacia el 1sdmero
S, que es el enantiomero sobre el que trabaja la lipasa cruda de Rh.miehei (Lipozyme®
10000L).

Al comparar la actividad hidrolitica del derivado inmovilizado por adsorcidén
(Lipozyme® IM20) (0,0281+0,002 mmol/min mg) y del derivado inmovilizado covalentemente
(SIL-C) (1,2540,01 mmol/min mg) se obtienen resultados muy superiores con ¢l derivado
mmovilizado sobre silice, como ya ocurrid en la reaccion de hidrdlisis de tributirina (ver
IV.1.3.b.; Tabla 22). Este resultado era de esperar, pues el derivado Lipozyme® IM20 no es
muy adecuado para catalizar reacciones en medio acuoso, ya que fue disefiado para reacciones
en medio organico?’®*”,

Tras comparar entre si la actividad hidrolitica de todos los preparados enzimaticos
utilizados (semipurificados, mmovilizados por adsorcion y covalentemente) (Tabla 45) se llego
a la conclusion de que la preparacion mas indicada para llevar a cabo la reaccion de hidrolisis
del éster butilico de Ibuprofeno es la lipasa semipurificada por precipitacion con sulfato

amonico (SP).
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IV.6.-SINTESIS ENANTIOSELECTIVA DE_ ESTERES DE
ACIDOS (R.S) 2-ARILPROPIONICOS

Otra metodologia seguida para la resolucién enzimatica de las mezclas racémicas de

AINEs derivados del acido (R,S) 2-arilpropidnico se baso en la sintesis enantioselectiva de
los ésteres correspondientes. Dicha metodologia permitié ademas, analizar el comportamiento
de 1a lipasa de Rh.miehei en medio orgénico.
El estudio de estas reacciones se estructurd en los siguientes apartados;
1).- estudio de la influencia de las vanables de operacion.

2).- estudio de la influencia de las vanables discontinuas o estructurales.

Para Hlevar a cabo todos estos estudios se establecié una reaccién estindar de sintesis
de ésteres con las siguientes caracteristicas:
dcido — (R.,S) Ibuprofeno (0,125 M)
alcohol — 1-butanol
disolvente —» ciclohexano (10 ml)
lipasa cruda de Rh.miehei (Lipozyme® 10000L)(0,4 ml)
lipasa inmovilizada de Rh.miehei (Lipozyme®IM20)}300 mg)
temperatura — (37 °C)

tiempo de reaccion —» (72 h)

El analisis del rendimiento de reaccion y del exceso enantiomérico se describe en ]a

Parte Experimental de esta Memora (ver 1/1.8.3.).

1V.6.1.- ESTUDIO DE LAS VARIABLES DE OPERACION.
DISENQ ESTADISTICQO DE EXPERIMENTOS
Para estudiar las variables de operacion que pueden influir en la reaccion de sintesis
del éster butilico de (R,S) Ibuprofeno en ciclohexano, catalizada por la lipasa de Rh.miehei
tanto libre como inmovilizada, se utilizé un analisis factorial denominado Disefio estadistico
de Experimentos, que es un método de vartacion multiple en el cual, todos los parametros

objeto de estudio varian simulténeamente de forma programada. De este modo se realiza un
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estudio eficiente y racional de las variables elegidas en todo su intervalo y se obfiene
informacién adicional de los efectos debidos al conjunto de dos o mas variables™®,

Esta metodologia ya fue empleada por Garcia y cols *™® para analizar la influencia de
las variables (temperatura, presion y concentracion de catalizador) en la sintesis del oleato de
oleilo, catalizada por la lipasa inmovilizada de Ri.miehei (Lipozyme® IM20).

En la presente Tesis Doctoral se analizaron mas variables y se compararon las

actividades de la lipasa cruda e inmovilizada de Rh.miehei.

IV.6.1.a.- Lipasa cruda de Rh.michei {Lipozyme” 10000L) _

Las variables consideradas fueron:

relacién molar (acido:alcobol)X,)
tiempo reaccion (b) (Xg)
temperatura (°C) (X0
velocidad agitacién (r.p.m.) (Xp)
enzima libre (m}) (Xg)
disofvente (mb) (X;)
Los valores méaximo, minimo y central para cada una de estas variables aparecen en

la Tabla 46.

Tabla 46: Variables y valores considerados en el Disefio estadistico de Expernimentos para
la lipasa cruda de Rh.miehes.

VARIABLES +) P.C. )
relacion acido:alcohol(x,) 4:1 1:1 1:4
tiempo reaccion (X,) 10h 2h 6h
temperatura (Xo) 537 °C 37 °C 17 °C
velocidad agitacion (X;) 700 rpm 500 rpm 300 rpm
enzima libre (X,) 1,6 mi 1 ml 0.4 ml
disolvente (X;) 15 ml’ 10 mi S ml

Los experimentos fueron realizados de forma aleatoria segim un modelo factonal de

2% En total se realizaron 16 experimentos combinando de forma aleatoria los valores maximos
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y minimos de cada variable y 3 experimentos con el valor central (C.P.} de cada variable. En
la Tabla 47 se muestran los valores méximos y minimos de cada variable para cada
experimento, asi como el rendimiento de cada reaccidn, expresado en porcentaje de éster

producido.

Tabla 47: Diserio factorial: Matriz experimental para la lipasa eruda de Rh.mieher.

Exp X, Xy X X, X b Y (%)
1 - - - - - - 1,94
2 + - - - + - 3,55
3 - + - - + + 14,43
4 + + - - - + 0
5 - - + - + 0
6 + - + - - + 0
7 - + + - - - 0
g + + + - + - 19,13
S - - - + - + 0
10 + - - + + + 1,57
11 - + . + + - 15,82
12 + + - + - - o
13 - - + + + - 5
14 + - + + - - 3,79
15 - + + + - + 5,03
la + + + + -+ + 1462 .
17 0 0 0 0 0 0 49 96
18 0 a a 0 Q Q 54 44
19 0 0 0 0 0 0 59,61

A continuacion, se realizd un analisis estadistico utilizando el programa
STATGRAPH®. Los valores de Jos coeficientes estimados para cada variable obtenidos tras
dicho analisis estadistico se recogen en la Tabla 48. Estos coeficientes se compararon con el
error experimental obtenido, equivalente a la desviacion estandar de los resultados de las tres
reacciones realizadas con los varlores medios de cada variable. Generalmente cuanto mayores
son los valores de los coeficientes en relaciéon con el valor de desviacion estandar, mayor es

la influencia de las variables sobre el rendimiento de la reacciéon®”.
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Tabla 48: Analisis estadistico del Disefio de Experimentos realizado para ia lipasa cruda de
Rh.micher

Numero de experimentos: 16

Grados de libertad: 15

Resultados del analisis estadistico:

b, = 5,30 bap = beg = -0,43
b, = 0,05 bpc = bz = 6,82
by = 6,64 bye = bug = bpp= 0,85
be = 1,28 byp = by = -1,52
b, = 0,84 byp = bg = -0.37
be = 7,92 bep = bge= 1,48
b

b, = -1,69
Analisis del punto central (t de Student)
nivel de confianza: 95 %

C,.= 547 %
t, (@=0,05) =29
S, =48

limites de confianza: £ 10.0

Asimismo, se analizé 1a influencia de cada vanable en la reaccién a través del método

280

de Daniels*™ (Figura 64). Segin esta metodologia los puntos que no se ajustan al modelo de

probabilidad estadistica, es decir, que no se ajustan a la recta de regresion repreentada, son

las variables que mas influyen en el proceso.

porcentaje soumuiativo
99.9 1 T T T I T H T T T
El
9
Be
50 —
o RSP - _'
5 —
1 L —
0 ; | o i | | !
-2.00 0.00 2.00 4.00 6,00 3.00

Figura 64: Método de Daniel para la reaccion de sintesis del éster butilico de (R,S)
Ibuprofenc catalizada por la lipasa cruda de Rh.miehei.
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Segin el analisis estadistico (Tabla 46) y el método de Daniel (Figura 64) las variables
que mas influyen en la reaccién de sintesis del éster butilico de Ibuprofeno catalizada por la
lipasa cruda de Rh.iniehei son: el tiempo de reaccion (b,= 6,64), la cantidad de enzima (b=
7,92) y la relacion entre ambas vanables (bgg= 6,82).

A la vista de estos resultados el rendimiento de la reaccién de esterificacion catalizada
por la lipasa cruda de Rh.miehei (Lipozyme® 10000L) se puede expresar en funcion de las

variables mas influyentes, segin la ecuacion 31.

Rendimiento (%) = 5,30 + 792 X + 6,64 X; + 6,82 Xy 31}

El significado fisico del efecto positivo en el rendimiento, del tiempo de reaccion y
de la cantidad de enzima son evidentes. Por lo que se refiere a las otras variables analizadas
se pudo deducir que:

a).~ La no influencia de la velocidad de agitacion (X)) y de la cantidad de disolvente
{Xy) indica que la reacciébn no es controlada por ta difusion interparticular ni por la difusion

en el seno de la reaccion.

b).- Por ultimo, la baja influencia de la temperatura de reaccion puede ser debida a que
en el intervalo de temperatura considerado no se produzca una variacion apreciable de la

actividad de la lipasa cruda de Rh.miehei.

IV.6.1.b.- Lipasa inmovilizada de R.miehei (Lipozyme® IM20)

Un estudio paralelo realizado con la lipasa de Rh.miehei inmovilizada por adsorcién,

podria conducir a resultados similares o diferentes, en funcién del grado de influencia del
soporte en l1a actividad enzimatica. En este estudio se consideraron las mismas variables que
en el caso anterior, pero también se analizé la posible influencia de trazas de agua en el
medio, ya que varios autores han descrito su importancia en la actividad de esta enzima®***
. Esta vanable no se considerd para la lipasa cruda, ya que era wna disolucion acuosa y por
tanto la adicién de agua no tenia ningin efecto sobre el proceso.

Los valores maximo, mintmo y central para cada variable aparecen en la Tabla 49.

238



Resultados y Discusion

Tabla 49: Variables y valores considerados en el Disefio estadistico de Experimentos para la
lipasa inmovilizada de Rh.miehei (1IM20),

VARIABLES +) P.C. (-)

relacién acido:alcohol (X,) 41 1:1 1:4
tiempo reaccion (X,) 30 h 24 h 18 h
temperatura (X;) 57 °C 37 °C 17 °C
velocidad agitacion (X) 700 rpm 500 rpm 300 rpm
enzima inmovilizada (X,) 450 mg 300 mg 150 mg
disolvente (X;) 15 ml 10 ml 5 ml
agua {Xg) 0,6 ml 0,3 ml 0 mi

En la Tabla 50 se recogen los valores maximos y minimos de cada variabie para cada
experimento, asi como el rendimiento de cada reaccién, expresado en porcentaje de éster

smtetizado.

Tabla 50: Diseiio factorial: Matriz experimental para 1a lipasa inmovilizada de Rh.miehei

(IM20) .

—Exp | X, X, X. X X X, Xt | X(%).
1 - - - - - - - 5,71
2 + - - - - + + 0
3 . + - - + - + 50,08
4 + + - - + + - 11,41
5 - - + - + + + 9,68
6 + - + - + - - 37,65
7 - + + - - - 0
8 + + + - - + - 30,03
9 + - - + + + - 21,12

10 - - - + + - + 13,19
11 - + - + - + + 0
12 + + - + - - - 9,14
13 + _ + + - - + 3,17
14 - - + + - + - 2436
135 - + + + + - - 69,92
~1a + + + + _+ + + 3,09
17 0 0 0 0 0 0 0 3591
18 0 0 0 0 0 0 0 46,87
19 _0 Q i} Q 0 0 0 4787

Con los datos obtenidos en cada reaccion se realizo un analisis estadistico (Tabla 51)
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y se aplicé el método de Daniel (Figura 65); con lo que se pudo determmar el grado de
mfluencia de cada variable en la reaccion de sintesis en medio organico catalizada por la

lipasa inmovilizada de Rh.miehei (Lipozyme® IM20).

Tabla 51: Analisis estadistico obtenido del Disefio estadistico de Exeprimentos realizado para
la lipasa inmovilizada de Ri.miehei (IM20)

Numero de experimentos: 16
Grados de libertad: 15
Resultados del analisis estadistico:

bo = 18,03 bap = bep = bgg = ~10.57
b, = -1.69 bac = bpg = bye = -10.23
by = 7.35 by = bpg = by = -0.30
be = 8.40 bap = beg = ber = -9.41
b, = -0.07 bpp = beg = bgg = -2.27
b, = 17.96 bep = bag = bag = 5.86
by = -1.48 bag = bag = by = -0.34
b, = -25.9

Analisis del punto central (t de Student)
nevel de confianza: 95 %

C.=435 %
t, (@=0,05) = 2,9
S, =66

limites de confianza: £ 13,7

poroentaje scumuletive

0\ 1 I L ! L_A__,J___l___

-30.00 -20.00 -10.00 0.00 10.00 20.00

Figura 65: Método de Daniel para la reaccion de sintesis del éster butilico de (R,S)
Ibuprofeno catalizada por la lipasa inmovilizada de Rh.miehei. (IM20)
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Una vez analizados los resultados obtenidos con el Disefic estadistico de
Experimentos, se puede concluir que las variables mas influyentes en la reaccion de
estertficacion son: la cantidad de enzima (b= 17,96), y el agua aitadida (b;=-25.93). Ademas,
se observa un ligero efecto positivo del tiempo de reaccion (by= 7,35} y de la temperatura
(b.= 8,40), pero no llegan a alcanzar un nivel de significancia mayor del 95 %.

Asi pues, las condiciones mas favorables para la reaccion catalizada por la lipasa
inmovilizada de Rh.miehei serian: una temperatura elevada, sin adicion de agua al medio, una
elevada concentracion de enzima y, obviamente, un tiempo largo de reaccion.

A la vista de estos resultados el rendimiento de la reaccion de esterificacion catalizada
por la lipasa inmovilizada de Rh.miehei (Lipozyme® IM20) se puede expresar segin la

siguiente ecuacion:
Rendimiento (%) = 18,03 + 17,96 X - 25,93 X, [32]

Tras el estudio de la influencia de las vanables de operacion que pudieran influir en
la reaccion de sintesis del éster butilico de (R,S) Ibuprofeno, aplicando la metodologia del
Disefio estadistico de Expennmentos, se puede concluir que la cantidad de enzima y el empo
de reaccion son los factores que mas influyen en la reaccion catalizada por al lipasa cruda de
Rh.miehei, mientras que la cantidad de enzima y el agua afiadida al medio de reaccion son

los factores mas influyentes en el proceso catalizado por la lipasa cruda de Rh.miehei.

% % 6 A ok %k o e o Ak o ok ok ok 3 ok B of sk o ok ke ok ok ok e ok sk ok dbe sk ok ke ok sk ok ok ook k-

Para analizar con mas detalle las variables mas influyentes en la actividad de la lipasa
de Rh.miehei cruda e inmovilizada, de acuerdo con los resultados obtenidos en el Disefio de
Experimentos se utilizd la metodologia denominada OVAT ("One Variable At Time",
influencia de bada variable por separado), por la cual se analiza yna determinada variable
dentro del intervalo de trabajo, mientras las demas variables permanecen constantes, [.as
variables analizadas fueron las siguientes:

* cantidad de enzima

* tiempo de reaccion
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* temperatura
* agua afiadida al medio
© * relacidon molar de sustratos (dcido:alcohol)
En estos ensayos se analizd la influencia de la variable estudiada tanto en el

rendimiento de la reaccidn, come en la enantioselectividad del proceso.

IV.6.1.2.- Influencia de }a CANTIDAD DE ENZIMA

Como inidco el Disefio estadistico de experimentos, la cantidad de lipasa utilizada es
un factor influyente en el rendimiento de la reaccion de sintesis de ésteres. El estudio
detallado de su influencia en 1a evoluciéon de dicha reaccién permitié determinar la carga
enzimatica equivalente del derivado inmovilizado (Lipozyme® IM20) en funcién de su
actividad sintetasa en medio organico. Para ello, se llevd a cabo la sintesis del éster butilico
de Ibuprofeno en ciclohexano a 37 °C, catalizada por diferentes concentraciones de enzima

cruda de Rh.miehei. Las reacciones se pararon tras 48 h de reaccion.

1V.6.1.a.1.- Lipasa cruda de Rh.michei
En la Figura 66 se representa el rendimiento de la reaccion, expresado en porcentaje

de éster sintetizado, frente a la concentracidn de proteinas de la lipasa cruda de Rh.miehei.

rendimiento en éster (%)
100 T i T T T 7 T 1 T
30
60 — ]
e
L
pry. - |

i l " I 1 J — _J

40 100

40 60
cantidad de proteinas (mg)
Figura 66: Influencia de 1a cantidad de proteina en la sintesis del éster butilico de Ibuprofenc
catalizada por la lipasa cruda de Rh.miehei (t_,,.= 48h).
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Los resultados obtenidos se ajustaron a la sigwente ecuacidon de segundo grado:

y = - (3,740.7) x* + (1,5440,09) x - (9+1)10°  [33]

De la Figura 66 se deduce que, para cantidades de lipasa superiores a 80 mg de
proteina (V=10 ml) se estabiliza el rendimiento de la reaccion, debido a la
enantioselectividad de la lipasa de Rh.miehei. La relacion entre el rendimiento de la reaccion
y la cantidad de proteina es lineal hasta el 50% de rendimiento; a partir de ese punto,
disminuye la concentracién del enantiomero preferido (S) y la lipasa comienza a actuar sobre
el otro enantiémero (R), pero debido a la menor afinidad de ia lipasa por este uitimo
enantiomero la velocidad de reaccidon disminuye. La enantiopreferencia por el enantiomero
S es la misma que la descrita en la reaccion de hidrolisis del éster butilico de Ibuprofeno (ver

Tabla 45}, en la cual se hidroliza a mayor velocidad el éster S.

[V.6.1.a.2.- Lipasa inmovilizada de R .miehei (Lipozyme® IM20)

A continuacion, se llevd a cabo la misma reaccion de sintesis catalizada por distintas
cantidades de derivado inmovilizado de Rh.miehei (Lipozyme® IM20). El rendimiento
obtenido en dichas reacciones se interpold en la curva de segundo grado (Figura 65),
aplicando la correspondiente ecuacién 33. En la Tabla 52 se recogen los rendimientos de
dichas reacciones y el valor de actividad sintetasa residual del derivado inmovilizado

(Lipozyme® IM20) (mg de proteina activa/mg de Lipozyme® IM20).

Tabla 52: Actividad retenida de la lipasa de Rh.miebei inmovilizada (Lipozyme® IM20) en
la reaccion de esterificacion del Ibuprofeno con 1-butanot

—

cantidad de Lipozyme® IM20 activ.residual
{mg) rendimiento {mg prot activa/
(%) mg derivado)
150 34+1 0,196
300 4542 0,139
450 6843 *)

{(*)No se pudo determinar la carga enzmatica de la reaccion catalizada por 450 mg de derivado
mmovilizado porque el rendimiento obtenido estaba fuera del intervaio de actividad de ia lipasa cruda.
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El valor medio de la actividad retenida del derivado inmovilizado, expresado en
funciéon de 1a cantidad de proteina activa por cantidad de denivado fue (0,17£0,04) mg de
proteina activa/mg dé Lipozyme® IM20. Este valor es semejante a la carga enzimatica del
mismo derivado determinada por Vazquez v cols.””, que fue de 0,12 mg de proteina/mg de
Lipozyme® IM20, por lo que se puede concluir que toda la lipasa de Rh.miehei unida al
soporte por adsorcion mantiene su actividad sintetasa inalterada. Ademas, se comprobo que
la enzima immovilizada de este derivado no se desorbia en medio organico (ciclohexano) {ver
V.1.1.b.; Tabla 16). Por el contrario, la actividad lipasica retenida en la reaccton de hidrélisis
de aceite de oliva, de este derivado (0,016 mg de proteina activa/mg de Lipozyme® IM20)
se puede deber a la fraccion enzimatica desorbida al medio de reaccion (ver iV.1.3.a.2.).

Tras este estudio se puede concluir que la lipasa de Rh.miehei inmovilizada
{Lipozyme® IM20) es muy activa en la reaccion de siniesis de ésteres en medio organico, pero
pierde gran parte de su actividad cuando trabaja en medio acuoso, residiendo la actividad

hidrolitica en la fraccién protéica que se desorbe al medio.

1V.6.1.2.3.- Influencia en la enantioselectividad

Factor de enantioselectividad (FE)

Con el fin de determinar la enantioselectividad alcanzada en reacciones de segundo
orden, en las que la velocidad de reaccién depende de la concentracién de dos sustratos, como
ocurre en la reaccién de sintesis de ésteres, se definid un nuevo parametro de
enantioselectividad que relaciona la velocidad de reaccién de una determinada enzima sobre
cada uno de los enanttémeros de una mezcla racémica.

Este nuevo parametro se denominé_factor de enauntioselectividad (FE), que se define

como la_relacion entre el exceso enantiomérico medido expenimentalmente tras un

determinado tiempo de reaccion_y el exceso enantiomérico teorico que se obtendria si la
enzima fuera enantioespecifica, considerando la conversion calculada para ese mismo tiempo

de reaccion.

rendimiento
€Cyirica [34] y FE = €8, ucten | BCopirice [35]
100-rendimiento
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El maximo valor de FE es 1 y se alcanza cuando la conversion es superior al 50 %.
En ese momento la enzima deja de ser enantioselectiva y comienza a utilizar el enantidmero
no preférente, por lo que disminuye el valor de FE. Hasta el 50 % de conversion el valor de

FE aumenta proporcionalmente con el nempo de reaccion, si la enzima es enantioselectiva.

A continuacion, se representa el exceso enantiomérico de acido remanente (ee) (Figura
67A) y el factor de enantioselectividad (FE) (Figura 67B) alcanzados en la reaccién de
esterificacion enantioselectiva del (R,S) Ibuprofeno frente a la cantidad de proteina. La
cantidad de proteinas del denivado inmovilizado se establecié utilizando el valor de carga
enzimatica en funcion de la actividad sintetasa {0,1710,04) mg protemna activa / mg de

Lipozyme® IM20.

exceao enantiomérioo (es) factor enantiomérico (FE)
L e o Z-WI T L l |

| |
JI.. E, 160 [— L ——  M20

/ .
4 | ' | g
a&_J_l_‘/_‘_;____i__L_._.L“.NL.__W_J___..] 0.00 | i ] L ! |
0 20 40 60 80 100 0 20 Fs) 64 80 100
oantided de proteina (mg) cantidad de proteins (mg)

Figuras 67: Representacion de la enantioselectividad ({A) ee y (B) FE) en la sintesis del éster
butilico de (R,S) [buprofeno a 48 h, catalizada con cantidades variables de lipasa cruda e
inmovilizada de Rh.miehei
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Como se observa en la Figura 67A, con ambas lipasas existe una relacion inversa entre
la cantidad de proteinas del biocatalizador y la enantioselectividad, expresada en funcién de
FE, parametro que relaciona el exceso enantiomérico (ee)} y el rendimiento en ester de la
reaccidn.

Asimismo, puede observarse (Figura 67B) que la enantioselectividad de 1a lipasa cruda
de Rh.miehei es mas uniforme debido a su menor actividad. El valor de FE de las reacciones
catalizadas por esta enzima se estabiliza en 0,8 para un intervalo de proteinas amplio {(entre
10 y 70 mg). Por el contrario, en las reacciones catalizadas por la lipasa inmovilizada se
produce una brusca variacion de FE, al variar la cantidad de proteina debido a su mayor
actividad. La drastica dasmunucion de FE es debida a que el rendimiento alcanzado es superior
al 50 % (68%), lo que indica que la enzima ha dejado de actuar selectivamente sobre el
enantiomero S.

Comparando ambos biocatalizadores, desde el punto de vista industnial, el derivado
inmovilizado (Lipozyme IM20) es el mas ventajoso en esta reaccion de sintesis del éster
butilico de Ibuprofeno, ya que se obtiene la maxima enantioselectividad y rendimiento en

éster, con la menor cantidad de derivado, como se deduce de la Figura 67A.

1V.6.1.b.- Infleencia del TIEMPO DE REACCION

El tiempo de reaccién es una de las vanables de operacion que mas influyen en la
reaccion de sintesis de ésteres, segim se desprende del estudio del Disefio de Experimentos.

Como era de esperar, al aumentar el tiempo de reaccion aumenta también el
rendimiento. Con el fin de comparar la actividad de las dos lipasas comerciales de Rh.miehei
(cruda (Lipozyme® 10000L) e inmovilizada (Lipozyme® IM20)) se llevé a cabo un estudio
de la evolucidon de la reaccion estandar de sintesis del éster butilico de Thuprofeno a lo largo

del tiempo.

El rendimiento de la reaccién se expresd en mmoles sintetizados por mg de proteina,
debido a que la concentracidon de proteinas de ambas lipasas es diferente:
* enzima cruda (Lipozyme® 10000L) —> (6412) mg proteina/ml

* enzima inmovilizada (Lipozyme® IM20) - 0,12 mg protema/mg *”
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En la Figura 68 se representa el rendimiento de cada reaccion frente al tiempo.

rendimianto (mmolea eater/my proteina)
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Figura 68: Evolucion de la reaccidn de sintesis del éster butilico de Ibuprofeno, catalizada
por la lipasa de Rh.miehei cruda (Lipozyme® 10000L) e inmovilizada (Lipozyme® IM20).

La curva obtenida para cada enzima se ajustd a una cinética de primer orden
(rendimento = A (1-e™)) y se determiné el valor de la velocidad inicial de cada reacciéon
(V, = A k).

Para analizar la enantioselectividad de las dos enzimas se determino el valor de exceso
enantiomérico (ee) y factor de enantioselectividad (FE) tras 72 h de reaccion, valores que,

Junto con el rendimiento obtenido a ese tiempo y la V,; de cada reaccion se recogen en la
Tabla 53.
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Tabla §3: Resultados de rendimiento, enantioselectividad (ee) y (FE) y velocidad tnicial (V)
de la recacién de sintesis del éster butilico de [buprofeno, catalizada por la lipasa cruda
(Lipozyme® 10000L) e inmovilizada (Lipozyme® IM20) de Rh.miehei.

ENZIMA t rend. ee FE Vv,
(h) (%) (%) (mmol/h mg prot)
CRUDA 48 h 33+2 4912 1,0 0,4 10°
i 72 h 6815 6813 0,3
IM 20 48 h 45+2 78%4 0,98 0,7 10°
72h 6644 85+4 0.4

La velocidad inicial de la reaccién estandar de sintesis de ésteres catalizada por la
lipasa de Rh.miehei cruda e inmovilizada fue muy similar. Al analizar el rendimiento de cada
reaccion expresado en porcentaje de éster sintetizado, sin considerar la concentracién de
proteinas de cada biocatalizador, se observa que el rendimiento alcanzado tras 48 h de
reaccion, es menor para la lipasa cruda, debido probablemente a su menor enantioselectividad,
como ya se observo en la seccidon anterior, lo que hace que la reaccion se desarrolle mas
lentamente hasta alcanzar el 50% de conversion, punto en el cual ambas enzimas actuan sobre
el enantidmero R no preferente, disminuyendo la velocidad de reaccidbn y alcanzando en
ambos casos el mismo rendimiento (72h). Este proceso se expresa por el valor del factor de
enantioselectividad (FE), que a 48h de reaccion es practicamente uno, lo que indica que
ambas enzimas son totalmente enantioespecificas. A 72 h de reaccién se ha superado el 50%
de conversion, las enzimas actian sobre el enantidmero no preferentemente y disminuye
drasticamente el valor de FE hasta 0,4 y 0,3 respectivamente.

_ Tras este estudio comparativo de la actividad de las dos preparaciones comerciales de
la lipasa de Rh.miehei (cruda (Lipozyme® 10000L) e inmovilizada (Lipozyme® IM20)) se
llegb a la conclusién - de que ambas enzimas presentan la misma actividad vy
enantioselectividad en la reaccién estandar de sintesis de ésteres, catalizada por 300 mg de
Lipozyme®™ IM20 y 0,4 ml de Lipozyme® 10000L. Asimismo, se observa que la influencia del
ttempo de reaccion en la conversion es lineal en todo el intervald, lo que explica el elevado

nivel de significancia obtenido en el Disefio estadistico de Experimentos.
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IV.6.1.c.- Influencia de la TEMPERATURA

La temperatura es una de las variables que mas mfluyen en la actividad de la lipasa
inmovilizada de Rh.miehei (Lipozyme® IM20), segin se comprobé en el Disefio de
Experimentos {ver IV.6.1.). Por esta razon se estudié con detenmimiento su influencia en la
reaccion de sintesis del éster butilico de (R,S) Ibuprofeno en ciclohexano, catalizada por la
lipasa inmovilizada y cruda de Rh.miehei, 1o cual permitio, ademas comparar la influencia de
la temperatura en la actividad y enantioselectividad de ambas enzimas.

El intervalo de temperaturas considerado fue entre 4 y 100 °C; mas amplio que el
analizado por Svanholm®® y Eigtved®™ (25-80 °C) para ambas lipasas de Rh.miehei. De esta
forma se estudio la influencia de temperaturas extremas.

En las Figuras 69 y 70 se representan los resultados obtenidos en la reacciéon de

sintesis del ester butilico de Ibuprofeno, tras 24 horas de reaccion, a diferentes temperaturas.
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Figura 69: Rendimiento (%} y enantioselectividad (ee) de la reaccion de sintesis del éster

butilico de lbuprofeno catalizada por la lipasa cruda de Rh.miehei a diferentes temperaturas
(tlempo reaccion 24h).
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Figura 70:Rendimiente (%) y enantioselectividad (ee) de 1a reaccion de sintesis del éster
butilico de Ibuprofeno catalizada por la lipasa inmovilizada (IM20) de Rh.michei a
diferentes temperaturas (tiempo reaccidgn 24h),

Una de las principales ventajas de la inmovilizacion enzimatica es el aumento de la
termoestabilidad de los derivados respecto de la lipasa cruda. Este hecho se observa en las
Figuras 69 Y 70, ya que la temperatura de maxima actividad de la lipasa inmovilizada de
Rh.miehei (Lipozyme® IM20) fue de 70°C; mientras que el intervalo térmico de mayor
actividad para dicha lipasa cruda fue entre 37 y 60 °C.

La productividad de una lipasa depende de su actividad y su velocidad de
desactivacion, asi como del tipo de reaccion. Dado que la velocidad de desactivacion aumenta
con la temperatura como consecuencia de la desnaturalizacidon protéica, a partir de esta
temperatura (60-70°C) se produce una brusca disminucidn de la actividad enzimatica, legando
a ser practicamente nula a 80 y 100 °C.

La documentacién facilitada por el laboratorio Novo-Nordisk, suminmstrador de la
lipasa cruda e inmovilizada de Rh.miehei, indica que en la reaccidn test de hidrélisis de

tributirina la temperatura optima de trabajo para la lipasa cruda es de 35-50°C y para la
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misma lipasa inmovilizada es de 70 °C *' Estos resultados coinciden también con los
resultados obtenidos por Eigtved””” en la reaccion de sintesis de ceras y Svanholm® en la
reaccion de interesterificacion del aceite de coco con estearina de palma, los cuales
observaron que en ambas reacciones la temperatura de maxima actividad de la lipasa
inmovilizada de Rh.miehei (Lipozyme® IM20) fue 70 °C.

Asimismo, Gandhi v cols.? llevaron a cabo la reaccién de sintesis del laurato de
laurilo catalizada por la lipasa cruda de Rh.miehei (Lipozyme™ 10000L), obteniendo la
maxima actividad sintetasa en el intervalo de 40-50 °C, mientras que a 29 °C la actividad era
menor y a 60 °C, aunque el rendimiento de la reaccion es maximo durante las primeras horas
de reaccion, éste se estabiliza y resuita ser muy inferior al rendimiento final obtenido a menor
temperatura.

Aunque la maxima actividad enzimatica de la lipasa inmovilizada se alcanzé a 60 °C
y puesto que el mtervalo de maxima actividad de la lipasa cruda se encuentra entre 37 y 60
°C la reaccion estandar utihzada en la presente Tesis Doctoral se llevé a cabo a 37 °C, con
el fin de evitar la evaporacién del disolvente orgamico y minimizar los procesos de

desnaturalizacion protéica, como indicaron Manjon y cols.”®

IV.6.1.c.1.- Influencia de la temperatura en la enantioselectividad

En las Figuras 69 Y 70 se observd que tanto la lipasa cruda como la lipasa
inmovilizada de Rh.meihei alcanzan los valores maximos de exceso enantiomérico (ee) en el
intervalo de temperaturas 37-60°C, produciendose una brusca disminucion de la
enantioselectividad del proceso a temperaturas superiores.

Con el fin de estudiar con mayor profundidad la influencia de la temperatura en la
ennatioselectividad de la lipasa de Rh.miehei se representd la variacion del factor de

enantioselectividad (FE) frente a la temperatura (Figura 71).
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Figura 71: Variacion del factor de enantioselectividad con la temperatura, para la lipasa de

Rh.miehei cruda e inmovilizada (IM20).

En la Tabla 54 se recogen los valores de exceso enantiomérico (ee), factor de

enantioselectividad (FE) y rendimiento alcanzado en las reacciones realizadas en un intervalo

de temperaturas entre (4 y 100 °C).

Tabla 54: Grado de enantioselectividad o (ee y FE) y rendimiento (%) de la reaccion de
sintesis del éster butilico de Ibuprofeno (24h), catalizada por la lipasa cruda e inmovilizada

de Igh.miehei.
enzima cruda enzima inmovili
Temp. rend. ee” FE rend. ee” FE
(°C) (%) (%) (%) (o)

4 9,9140,1 6,410,2 0,6 | 11,610, 16,1£0,6 1,2
30 2411 26+1 0,8 4142 5512 0,8
37 30+2 4012 0,9 4543 7543 09
50 28+l 41+1 1,0 S56x4 783 0,6
60 3413 4212 0,8 6211 8243 0,5
80 1,5+0,1 0,9010,03 0,6 49+1 45+2 0.4

100 6,410,1 0,3010,01 0,05 27+1 12,14£0,5 03

(*) ee del acido remanente
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En la Figura 71 se observa una correlacion inversa entre el factor de
enantioselectividad y la temperatura para la lipasa inmovilizada de Rh.miehei, mientras que
la lipasa cruda se produce un aumento lineal de este factor con la temperatura hasta alcanzar
un maximo valor maximo a 50 °C, diminuyendo drasticamente a partir de esa temperatura.

Esta correlacion inversa entre la temperatura y la enantioselectividad, expresada a
través del coeficiente enantiomérico (E), definido para reacciones de primer orden (ver
[1.2.5.b.1.), se ha observado en otras lipasas como la de C.cylindracea ***, 1a de P.cepacea *¥
y la lipasa pancreatica porcina®’, coincide con las previsiones postuladas por Otto®'. Segim
este autor, la disminucién de la enantioselectividad es consecuencia de la deformacion que
sufre la cavidad donde se situa el centro activo de las lipasas al aumentar la temperatura dei
medo.

Asimismo se observa que a 37 °C se obtuvo el mismo valor de FE para ambas
enzimas, por lo que la reaccion estandar de sintesis de ésteres butilicos de acidos (R,S) 2-

arilpropidnicos se llevo a cabo a esa temperatura.

IV.6.1.d.- Influencia de la CANTIDAD DE AGUA EN EL MEDIO

Como ya se indicod en la Introduceién de la presente Memona (ver I1.2.6.c.) el agua
desemperia un papel fundamental en las reacciones enzimaticas que se desarrollan en medio
organico. En la reaccion de sintesis enantioselectiva del éster butilico de (R,S) Ibuprofeno,
catalizada por la lipasa inmovilizada de Rh.miehei (Lipozyme®™ IM20), la concentracién de
agua en el medio de reaccion es la vanable que mas influye en la actividad de dicha enzima
segin se dedujo en el estudio de las variables de operacion tras aplicar la metodologia del
-Dsefio estadistico de Experimentos. Segun este estudio, la presencia de agua en el medio es
muy perjudicial para la actividad sintetasa de esta hipasa (b, = -25,9; ver Tabla 51). No
obstante, como indicaron Zaks y Klibanov', la cuestién principal consiste en determinar la
minima cantidad de agua necesarta para que una determinada enzima mantenga su
conformacion rnativa y, por tanto, su actividad. Por eillo hay que analizar y considerar la

hidrofilia del soporte y del medio de reaccién.
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El soporte del derivado Lipozyme® IM20 es una resina de intercambio anidnico, que
fue especificamente seleccionada con el fin de que fuera capaz de retener el agua esencial
para la lipasa de Rh.miehei”. El contenido en agua de Lipozyme® IM20 es de
aproximadamente un 10% (p/p), concentracién optima para el desarrollo de la actividad de
este derivado en medio organico®’.

La cantidad de agua que contiene el derivado IM20 se cuantifico sigmendo dos
metodologias:

* la técnica de Karl-Fischer™

¥ que se basa en el secado del derivado

* el método descnito por Rizz y cols.
inmovilizado, durante 48 h, en un desecador a vacio que contiene P,O, en polvo (ver [11.9.2).
La medida de la cantidad de agua perdida se hizo por diferencia de pesada, antes y después

de calentar el derivado desecado durante 3h a 105 °C en un homo.

Tabla 55: Contenido en agua del derivado inmovilizado (IM20) de la lipasa de Rh.miehei

METODO contenide en agua (%)
Karl-Fischer ' 98 %
secado a vacio con P,O, 8.6 %

El resultado obtenido por ambas metodologias fue similar, alrededor de un 10 % (p/p),

como se describe en la bibliografia®".

IV.6.1.d.1.- Isotermas de adsorcion

Con el fin de establecer la cantidad de agua esencial para el desarrollo de la actividad
de la lipasa de Rh.miehei se utilizo un método sencillo que permitiera establecer las
condiciones ptimas de hidratacion, en términos de actividad de agua (a, ), que requiere esta
enzima para desarrollar al méximo su actividad. Para ello se realiz6 la isoterma de adsorcion
de 1a lipasa de Rh.miehei inmovilizada (Lipozyme® IM20) tanto en aire, como en ciclohexano,

disolvente organico utilizado en la reaccion estandar de sintesis de ésteres.
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Figura 72: [sotermas de adsorcion de la lipasa inmovilizada de Rh.miehei (IM28) con y sin
1 ml de ciclohexano anhidro.

Puede observarse en la Figura 72 como las isotermas de la lipasa inmowilizada (IM20)
realizadas en aire y en ciclohexano se cruzan en a, = 0,3, lo que implica un cambio de
tendencia del sistema para valores de a, por encima y por debajo de ese valor.

Para bajos niveles de hidratacion (a,{ 0,3), tanto el ciclohexano seco como el derivado
IM20 adsorben agua, por lo que la isoterma ep ciclohexano va por debajo de la isoterma en
aire. Por el contrano, para valores de a, ) 0,3, el ciclohexano se encuentra saturado de agua,
y rechaza las nuevas moléculas que se van afiadiendo. Debido a este comportamiento del
disoivente, para una determinada cantidad de agua afiadida se alcanza un valor de a, muy
superior en el sistema en aire'*".

Segin lo observade por Valivety vy cols.'™ la isoterma del derivade inmovilizado
Lipozyme® IM20 es similar a la isoterma de la resina de intercambio aniénico, soporte de este
derivado mmmovilizado. Por tanto, en este 1a mayoria de las moléculas de agua se adsorben

sobre la superficie libre del soporte, siendo posteriormente distribmidas a las moléculas de

proteina adsorbidas en su superficie.

155



Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)

Para comprobar el grado de influencia del soporte en la adsorciéon de moléculas de
agua se realizo la isoterma de la lipasa cruda de Rh.miehei (Lipozyme®™ 10000L) en aire y en
ciclohexano anhidro. Esta lipasa es una disolucién acuosa y presenta un elevado contenido
en azucares, por lo que fue extremadamente complejo liofilizarla, ya que no se pudo congelar
por procedimientos convencionales. Aunque finalmente se logré desecar congelandola a -180

°C con mitrogeno liqmdo (ver J11.9.2.).

En la bibliografia se recogen algunas isotermas del derivado inmovilizado de
Rh.miehei (Lipozyme® IM20)'"'*'%** pero no se ha encontrado ninguna informacién acerca

de la lipasa cruda de RA.miehei, debido probablemente a las dificultades experimentales antes

mencionadas.

1.80

1.60

mg agua / mg muestra

“ooo 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
sodvidad de agua (aw}

Figura 73 Isotermas de adsorcion de la lipasa cruda de Rh.miehei con y sin 1 ml de
ciclohexano anhidro:

Las isotermas de la lipasa cruda de Rh.miehei en aire y en ciclohexano son muy
similares, lo que indica que en este caso las moléculas de agua no son captadas por el

disolvente orgamico sino por las proteinas. En las primeras fases de la isoterma al afiadir
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pequeias cantidades de agua se producen importantes variaciones en el valor de a,, lo que
indica que la enzima cruda, forzada a llegar a un exiremo de deshidratacion muy acusado
tiende a rehidratarse con avidez, fendmeno que en parte es dificultado por la presencia del
disolvente, pués éste rechaza las moléculas de agna y provoca que la rehidratacion de la
enzima sea mas difici). No obstante, este fenomeno es mucho mas acusado que en el caso del
derivado inmovilizado ya que para alcanzar un valor de a,, superior a 0,4 es necesario afiadir
mayor cantidad de agua a la lipasa cruda, como se observa en la Figura 74, en la que se

superponen las isotermas de ambas enzimas.
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Figura 74: Isotermas de la lipasa de Rh.michei cruda e inmovilizada, con | ml de
ciclohexano anhidro.

Como se observa en la Figura 74 la primera parte de ambas i1sotermas es semejante,

pero a partir de aproximadamente a,= 0,4 las 1sotermas se separan. Este hecho indica que en
la primera fase de la isoterma, correspondiente al agua fuertemente ligada a la enzima el agua
se adsorbe preferentemente sobre la proteina, pero a partir de una actividad de agua supernor

a 0,4 las moléculas son aceptadas por el soporte, por lo que la isoterma del denvado

mmovilizado crece mas lentamente.
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I1V.6.1.d.2.- Influencia de 1a a_ en la actividad de [a lipasa de Rh.miehei.

Para analizar la influencia de la actividad de agua del biocatalizador en el desarrollo
de la reaccion de sintests del éster butilico de Ibuprofeno en ciclohexano se siguieron dos
metodologias:

a).- pre-equilibrando la lipasa a un determinado valor de a,,

b).- sin pre-equilibriar la lipasa a un determinado valor de a,,

A).- Pre-equilibrio de la lipasa de Rh.miehei a un determinado valor de a,,

A continuacién, se realizaron una serie de reacciones, ajustando y equlibrando
previamente ambas lipasas a determinados valores de actividad de agua (0,3; 0,5 y 0,8).

En las Figuras 75 y 76 se representan los rendimientos de la reaccion éstandar de

sintesis de la lipasa cruda e inmovilizada de Rh.miehei para determinados valores de a,,.

rendimiento en éater (%)
120 (——— ] T T T T T Tg—r——y_—
—— ww=03
1.00 — e =05 /t
—h— aw=08 /
- .
0.80 — / —
.60

/// -
_,’, ’/
0.40 ' /% Pt |

0.20

0. N IR RO S R
0 50 100 150 200 250 300
tdempo (horas)

Figuras 75: Rendimiento de las reacciones de sintesis del éster butilico de Ibuprofeno
catalizadas por la lipasa eruda de Rh.miehei pre-equilibrada a valores de a,, de 0,3; 0,5y 0,75
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Figuras 76: Rendimiento de las reacciones de sintesis del éster butilico de Ibuprofeno

catalizadas por la lipasa inmovilizada (IM20) de Rh.miehei pre-equilibrada a valores de a,,
de 0,3; 0,5 y 0,75.

En la Tabla 56 se recogen los valores de rendimiento y exceso enantiomérico de las

reacciones de sintesis ajustadas a un determinado valor de a,,

Tabla 56: Rendimiento y exceso enantiomsérico de 1a reaccidn de sintesis del ester butilico
de [buprofeno catalizada por la lipasa de Rh.miehei cruda e inmovilizada, ajustadas a valores
de a, de 0,3; 0,5 y 0,8 respectivamente (tiempo reaccion= 72 h).

enzima cruda enzima inmoviliza

rend (%) ee (%) rend (%) ee (%)
a=103 0,30310,005 0,3910,01 9511 7143
a, =05 0,4240,06 0,2410,01 87+1 7943
a,= 0,75 0,3240,03 0,18+0,007 88+1 6912

En la Tabla 56 se observan notables diferencias en la actividad de 1a lipasa cruda e
inmovilizada de Rh.miehei. El redimiento de la reaccion catalizada por la lipasa cruda

deshidratada es practicamente nulo tras 72 h de reaccion, por lo que se dejaron transcurrir
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estas Teacciones durante 262 h, aunque el rendimiento alcanzado fue de aproximadamente el
1 % para todas las actividades de agua analizadas, como se observa en la Figura 75. Esta
pérdida de actividad debe ser consecuencia de las condiciones tan drasticas de desecacidn a
que fue sometida la ipasa cruda, que provocarian importantes alteraciones en la conformacion
de la lipasa, que no se recuperaron a pesar de la rehidratacton de la enzima. Esta lipasa,
aunque muestra una tendencia ascendente en cuanto a su actividad a tiempos muy largos de
reaccion, solamente llega al 1% de rendimiento.

Por el contrario, 1a lipasa inmovilizada incrementa su actividad de forma espectacular
tras equilibrarla hasta valores fijos de a, (Figura 76). Aunque las diferencias en cuanto al
rendimiento de las reacciones, a diferentes valores de actividad de agua, son insignificantes,
como se observa en la Figura anterior, al analizar los resultados recogidos en la Tabla 55 a
un tiempo fijo de 72 h se observa que al aumentar el contenido en agua (a,= 0,5 y 0,8) se
produce uma ligera disminucién de la actividad enzimatica, como ya fue descrito por Monot®*
debido a que para elevados valores de a,, la preparacién enzimatica esta tan hidratada que
se obstaculiza la libre difusion de los sustratos hidrofobicos hasta el centro activo de la
enzima, disminuyendo 1a velocidad de la reaccion. Asismimo Klibanov y Zaks™ observaron
que cuando se alcanza el limite de la solubilidad de una determinada enzima en agua las
moéculas de enzima tienden a formar aglomerados desprovistos de actividad catalitica. .Efectos

similares fueron descritos por Vazquez y cols.”™.

B).- Sin pre-equilibrio de la lipasa de Rh.miehei a un determinado valor de a,

Para estudiar el comportamiento del sistema con diferentes valores de agua se procedio
a realizar una serie de experimentos consistentes en cuantificar el rendimiento de diferentes
reacciones de esterificacion de Ibuprofeno con butanol en ciclohexano (ambos previamente
desecados (ver {I1.1.2.}, utilizando como biocatalizador diferentes preparaciones del derivado
inmovilizado IM20, desecado y con un exceso de agua, con el fin de compararlos con el
comportamiento del sistema habitual, esto es, el derivado IM20 utilizado sin manipulaciones

previas.

Para poder establecer un parametro relativo que defina la cantidad de agua que lieva

el derivado IM20, se utiliz6 el valor de a,, bién sea medido directamente, o bien a través de
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la isoterma correspondiente, a partir de la lectura del valor de a, segun el contenido en agua
del sistema.
Asi en la siguiente grafica (Figura 77) se muestran las conversiones obtenidas con 3
sistemas diferentes:
a).- catalizador IM20 convencional {a,=0,382)
b).- catalizador IM20 desecado {(a,= 0,138)
¢).~ catalizador IM20 + 300 mg de agua (a2 1)

i nomsl (ww=0,382)
mmoles ester sintetizado _____—_w mw=1) .

125 1 L‘ T T T

—di—-  seco (se=0,138) 1

Figura 77:: Rendimiento obtenido en la reaccion de sintesis del éster butilico de Ibuprofeno,
catalizada por el derivado inmovilizado [IM20 convencional, desecado y con exceso de agua.

Como puede observarse, el resultado obtenido es sensiblemente diferente. Asi, para
el valor mas bajo de a,, se observa una menor conversion, asi como un cierto comportamiento
sigmoidal, con un periodo de inflexidén o latencia, mientras que para el sistema estandar (a,=
0,382) se observa el caracteristico comportamiento de cinética de pseudoprimer orden. Por su
parte, para el derivado hidratado (a, = 1), el rendimiento obtenido se sitia en una zona
intermedia entre los otros dos casos. A la vista de estos resultados se puede concluir que,

cuando el sistema biocatalitico se lleva a bajos valores de a,, a medida que progresa la
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reaccion, esto es, se va formando el éster butilico del Ibuprofeno, al mismo tiempo se va
generando agua. Puesto que en esta zona de la isoterma la curva del sistema en aire queda
por encima de la del ciclohexano se puede considerar que el agua que se va generando es
atrapada por el ciclohexano, y por tanto, no puede rehidratar correctamente a la enzima, por
lo que el rendimiento obtenido no es excesivamente bueno.

Para el caso del catalizador en su estado estandar (a,= 0,382), la situacion del derivado
esta muy proxima al punto de corte de ambas isotermas del derivado IM20 en aire y en
ciclohexano. Este hecho implica que el agua que lleva el catalizador "per se" (10% (p/p))*"*
puede ser compartida entre en catalizador y el disolvente, de forma que se puede considerar
que esta es la zona éptima de trabajo del derivado Lipozyme”® IM20.

Para elevados valores de a,, el agua en exceso, que deberia inhibir la reaccion de
sintesis de ésteres por la ley de accion de masas, es rechazada por el ciclohexano, que no la
disuelve, impidiendo que llegue hasta el biocatalizador, modulando asi el efecto inhibitorio
esperado y, por tanto, permitiendo el desarroilo de la sintesis de ésteres. Vazquez y cols.*’®
indican que se produce una drastica reduccioén de la velocidad inicial de la reaccion de sintesis
del laurato de geranilo, catalizada por Lipozyme® IM20 al saturar este derivado enzimatico
con agua utilizando isooctano saturado en agua como disolvente. El hecho de que el
disolvente esté saturado en agua provoca este efecto inhibitorio, ya que la enzzma desecada
capta con avidez el agua del disolvente, siendo activa desde el primer momento y provocando
su rapida inhibicién. Las moléculas de agua en exceso se colocan alrededor del derivado
inmovilizado formando una serie de capas: segun va aumentando el grosor de estas capas se
dificulta el acceso del sustrato hasta la enzima, debido a la baja solubilidad de estos sustratos
en agua, por lo que se produce una disminucion en la velocidad de la reaccion estudiada por

*® En nuestro caso, dado que la enzima y el disolvente han sido desecados

Vazquez y cols.
previamente, ambos compiten por las moléculas de agua, por lo que se produce un periodo
de latencia en la actividad que coincide con la rehidratacion lenta inicial del derivado.

En la Figura 78 se muestran dos microfotografias en las que se puede comparar el
estado del derivado inmovilizado Lipozyme® IM20 antes y después de la reaccidén de

esterificacién, desarrollada en isooctano saturado en agua®”,

262



Resultados y Discusion

(w) 4 " &)

Figura 78: Microfotografias en las que se muestra el estado del denivado inmovilizado TM20,

a tiempo cero (A) vy tras la tercera reutilizacion (B). Las flechas sefialan las moléculas de
270

_ agua
En la Figura 78B se observan las moléculas de agua dispuestas alreciedor del denivado
inmovilizado. Estas imagenes confirman el efecto fisico del agua al acumularse sobre el

derivado IM20.

En conclusion, para ambas metodologias, sin y con previa equlibracion del derivado
de la lipasa de Rh.miehei inmovilizado por adsorcion sobre una resina de intercambio anidnico
(Lipozyme” IM20), se obtienen mejores resultados para valores de a, = 0,3-0,4 (punto de corte
de las dos isotermas de este derivado en aire y en ciclohexano (Figura 72).

Asimismo, si el denvado inmovilizado IM20 se pre-equilibra a un determinado valor
de a,, se abtienen mejores conversiones globales que si el catalizador no se pre-equilibra. Esto
mdica que en el segundo caso el pre-equilibrio del derivado se produce en el transcurso de
la reaccion de esterificacion, por lo que la velocidad inicial de esta reaccion es menor, debido

a la existencia de un periodo inicial de latencia.
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IV.6.1.e.- Influencia de la RELACION MOLAR DE SUSTRATOS (acido/alcohol)

Para estudiar la influencia de la concentracidon de los sustratos de la reaccién de
sintesis de ésteres, catalizada por la lipasa de Rh.miehei cruda e inmovilizada (IM20) se
realizaron una serie de reacciones en las que se vario la concentracion de uno de los dos
sustratos de la reaccion estandar de sintesis (acido= (R,S) Ibuprofeno y alcohol= butanol),
manteniendo constantes las otras condiciones de reaccion.

Sin embargo, la cuantificacion de las reacciones se llevd a cabo de forma distinta,
monitorizando la disminucién de la concentracién de cada enantiomero del acido (R,S)
Ibuprofeno por HPLC con columna quiral (ver /71.8.3.}. La determinaci6n del rendimiento de
la reaccion se realizé considerando la dismmucidn de la concentracion de cada enantiomero
del acido durante el transcurso de la reaccion. Para dicha determinacion se hizo una
calibracion previa obtenida al representar las areas integradas de cada enantiomero en los
cromatogramas correspondientes frente a la concentracién de cada isémero (Figura 79). El
calculo de la concentracion de cada enanttémero se hizo dividiendo entre dos la concentracién
total de &cido utilizado. En 1a Figura 79 se representa la recta de calibrado, que resulté ser

la misma para los dos enantiomeros, dado que el acido de partida es una mezcla racémica.

4rea epantiomero
1E+7 ‘ — ‘ , J i
1 f /

BE+6 — e

3 % | areaenantiomero=(1,2+0,02)10E+7 * [M] + (3,3+0,5)10E+5

i e N= 58 R=0,979
SE+6 — 3 —] ttab.= 1,67 texp.= 51,2

L e 4 F tab=2,79 F exp= 2625

| e
4E+6 — I —]

//V 1
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E
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Figura 79: Recta de calibrado para determinar la concentracion de cada enantiomero del (R,S)
Ibuprofeno.
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[V.6.1.e.1.- Estudio de la variacion de concentracién de_butanel.
En una primera serie de reacciones se vand la concentracion de butanol en wm

intervalo comprendido entre 0,125M y 1,25M.
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Figura 30: Disminucion de 1a concentracion de los ennatiomeros R y S del (R,S) Ibuprofeno
en el curso de la reaccion de esterificacion con butanol, catalizada por la lipasa cruda de
Rh.miehei. Variacion relaciones molares acido/aleohol: 1/1; 1/2; 1/5 y 1/10.
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La concentracion de (R,S) Ibuprofeno se mantuvo constante a 0,125M, esta serte de
reacciones fueron catalizadas por la lipasa cruda de Rh.miehei. Las curvas representadas en
la Figura 80, en las | que se reperesenta la disminucion de- la concentracion de cada
enantiomero del acido durante la reaccion de sintesis del éster butilico se ajustaron a un
modelo exponencial decreciente: [4cido R o S] = A e™, utilizando el programa EXFIT, dentro
del paquete integrado SIMFIT version 4.0 2** De esta forma se calcularon las velocidades

niciales (V,) de disminucion, que se inidcan también en la Figura 80.

De igual forma, se realiz0 una serie de reacciones de esterificacidn con
concentraciones variables de butanol, catalizadas por la lipasa inmovilizada de Rh.miehei
(IM20), que fueron segmdos con la msima metodologia.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 81, en la pagina siguiente.
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Figura 81: Disminucién de la concentracion de los ennatiomeros R y S del (R,S) Ibuprofeno
en el curso de la reaccion de esterificacion con butanol, catalizada por la lipasa inmovilizada
Rh.miehei (IM20). V:iriacién relaciones molares acido/aleohol: 1/1; 1/2; 1/5 v 1/10.
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Tal y como se indicd en la seccion /1.2.5.h.1., al comentar los parametros de
enantioselectividad descritos en la bibliografia se hizo referencia al coeficiente de
enantioselectividad (E‘),- que correlaciona las velocidades de con\;ersic'm de dos enantiémeros
de un sustrato en condiciones de primer orden. Este coeficiente, para el estudio llevado a cabo
en la presente Tesis Doctoral, corresponderia al cociente obtenido al dividir los valores de las
velocidades miciales de esterificacion para cada isomero. Los valores obtenidos aparecen en

la Tabla 57.

Tabla 57: Velocidades iniciales (Mh™) de esterificacién de dos isomeros del (R,S)-Ibuprofeno,
al variar la concentracion de butanol. {(R,5)Ibuprofeno] = (,125M (constante).

iniciel
enzima cruda enzima inmoviliza
acid/OH V,(R) Vo(S) E Vu(R) Vy(S) E

(Mh™) (Mh™) (Mhb™) (Mh™)
11 (1,51+0,06)10¢  (2,3440,08)10° 15,5 (,9+0.D10?  (1,15£0,0D)107 6,0
172 (1,7£0,2)10°  (5,55+£0,03)10° 32,6 (1,120,4)10°  (6,4420,01)10% 57
1/5 (1,5310,3)10* (1,240,2)10° 7.8 (1,5+0,2)10° (7,810,4)10° 52
1/10 (5,740,5)10°  (1,66£0,02)10° 29,1 | (2,7:0,9)1¢"  (2,9+0,08)10° 10,7

Tras estudiar los resultados obtenidos, se observa como los efectos inhibitorios del
exceso de alcohol se manifiestan fundamentalmente para elevadas concentraciones del mismo
(relacion 1/10), en el caso del enantidmero R, mientras que para el enantiémero S, sobre el
que la esterificacion transcurre de forma mas enantioselectiva, dichos efectos se observan a
menores concentraciones de butanol, concretamente, para la relacién 1/5 al utilizar la lipasa
cruda y para la relacién 1/2 en el caso de la lipasa inmovilizada (IM20). En la bibliografia
se recogen™ los efectos inhibitorios del butanol sobre la lipasa inmovilizada, el cual se
atribuye al hecho de que se produce la sustitucién de moléculas del escudo de agua que rodea
a la lipasa por moléculas de butanol, provocando un cambio en la constante dieléctrica del
medio y, por tanto, desnaturalizando la enzima, _

Del mismo modo, Chulalaksananukul y cols.*” analizaron el efector inhibitorio del
exceso de alcohol, etanol en su caso, en la reaccidn de esterificacion del acido oléico,
catalizada por la lipasa inmovilizada de Rh.miehei (IM20). Estos autores plantearon el hecho

de esta mhibicién como resultado de la imposibilidad para formar el complejo acil-enzima.
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No obstante, Vazquez y cols.”” no observaron niguna inhibicién por exceso de geraniol en
la esterificacion del acido laurico catalizada por Lipozyme® 1M20.

Tras el estudio realizado en la presente Tesis Doctoral, cuyos resuitados se recogen
en las f‘iguras 80 y 81 y en la Tabla 57, se observa, como ya se indico, que el efecto
inhibidor del butanol a elevadas concentraciones es mas acusado para la lipasa inmovilizada
(IM20). Por otra parte, para la lipasa cruda, un aumento de la concentracion al doble (relacion
1/2) produce una mejora en la enantioselectividad de la enzima, obteniéndose un incrernento
del doble en el valor del parametro de enantioselectividad (E). En condiciones 1/10, el
comportamiento enantioselectivo de la lipasa cruda es muy bueno (E = 29,1}, aunque a costa

de perder mucha actividad.

En conclusion, se puede pensar que dado que el paso determinante de la velocidad de
reaccion es la formacién del complejo acil-enzima, se puede suponer que la sustitucién de
moléculas de agua por butanol en el microentomo del biocatalizador parece favorecer la
interaccién de la lipasa cruda de Rh.miehei con el enantiomero S(+) de Ibuprofeno, hasta una
relacion de sustratos (1:2), disminuyendo la actividad para concentraciones mayores; mientras

que en el caso de la lipasa inmovilizada (IM20) no se observan efectos tan acusados.

IV.6.1.e.2.- Estudio de la variacion de la concentracion de {R.S) Ibuprofeng.

Ademas de analizar la influencia de la variacién de alcohol en la actividad de la lipasa
de Rh.miehei cruda e inmovilizada se estudi6 la influencia en el rendimiento de ambas lipasas
de la vanacion de la concentracién de acido.

El procedimiento experimental seguido fue el mismo, pero en esta serie de reacciones
-no se pudo llevar a cabo la reaccién con una concentracion de acido 1,25 M (relacion [0/1),
catalizada por 1a lipasa inmovilizada (Lipozyme” IM20), porque se formé un aglomerado que
tmpidid el desarrollo normal de la reaccion.

En las Figuras 82 y 83 se representa la evolucion de las reacciones de esterificacion
con diferentes concentraciones de (R.S) Ibuprofeno, en un intervalo de concentraciones entre
0,125M y 1,25M, catalizadas por la lipasa cruda de Rh.miehei (Figura 82) e inmoivlizada

(IM20) (Figura 83). En todas estas reacciones se mantuvo constante la concentracién de

butanol en 0,125M.

269



Antiinflamaterios no estergidees (4INE’s)

040 (—r—T 7T T T T 7 0.80 p==T—1—T—T T T T T 7
- -
035 |# s EE -
0.30 s 3 (] =
’ & ﬁ ~
= x4 E‘ |
'_; L &( ‘ < _+
S owf o — 4
S | -
& 0.15 :- __
0.10 b RELACION 84 “
5 ——— ACIDOR B
0.05 p — ACIDOS N
-
0.00
250
0.09 - B
0.08 RELACION 14 -j
——— ACIDOR -
0.07 — ACIDO S -
ﬂ
.
-1
250

t(h)

Figura 82: Disminucion de la concentracion de los enantiomeros R y S del (R,S) Ibuprofeno
en el curso de la reaccion de esterificacion con butanol, catalizada por la lipasa cruda de
Rh.miehei. Variacion relaciones molares_dcide/alcohol: 1/1; 1/2; 1/5 y 1/10.
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en el curso de la reaccion de esterificacion con butanol, catalizada por la lipasa inmevilizada
de Rh.miehei (IM20). Variacion relaciones molares acido/alcohol: 1/1; 2/1; 5/1.
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En esta serie de reacciones también se gjustaron las curvas representadas en las Figuras
83 v 84 a un modelo exponencial simple y se calcularon las velocidades iniciales de
desaparicién de cada enantiémero del acido en cada reaccion, todo ello con el programa
EXFIT. Asimismo, se determiné el coeficiente de enantioselectividad (E) de cada reaccion.

Los resultados obtenidos aparecen en la Tabla 58.

Tabla 58: Velocidades iniciales (Mh™') de esterificacion de los dos isomeros det (R,S)
Ibuprofeno, variando su concentracién inicial. [butanol], ;.= 0,125M (constante).

enzima cruda enzima inmoviliza
acid/OH V,R) V(S) E V,R) V(S) E
(Mb™) (Mh™) (Mh™) M)
11 (1,51£0,06)10™  (2,34+0,08)1¢0° 15,5 (L9£0,3)10°*  (1,51%0,06)I0° 6,0
211 (1,3:0,2)10"  (3,43£0,01)10° 26,4 (1,8+0,2)10°  (1,51+0,06)10% 7,06
5/1 Q (4,0+£0,2)10° }100 {4,7¢0,9106°  (1,5120,06)10° 100
1011 0 (4.3£0,2)10° Y100 ———— — —

Como puede observarse, para el isomero R el efecto obtenido al aumentar la
concentracion de (R,S) Tbuprofeno es bastante similar para el caso de l1a lipasa de Rh.miehei
cruda e mmovilizada (IM20), ya que practicamente deja de ser utilizado por ambas enzimas,
Esto es debido a cjue al estar el actdo en exceso las enzimas utilizan el enantiémero preferente
S, sin necestdad de utilizar el otro enantiémero R.

Por otra parte, para el isémero S, si se observan comportamientos diferentes de las dos
enzimas. La enzima mmovilizada (IM20) se inhibe por exceso de acido a partir de una
relacion 5/1. Este hecho coincide con los resultados obtenidos por Vazquez y cols.’”, que
también obervaron un efecto inhibidor del acido en la reaccidn de esterificacién del acido

laurico con geraniol, catalizada por la lipasa inmovilizada de Rh.miehei (Lipozyme® IM20).

No obstante, la enzima cruda no es inhibida por el exceso de acido.

Para visualizar mejor los resultados obtenidos en todas las reacciones estudiadas {en
en la serie de variacién de acido y en la serie de variacion de alcohol) catalizadas por la
lipasa de Rh.miehei cruda e inmovilizada (IM20) se realizd la Figura 84, en la que se recoge

de forma conjunta los datos expuestos en la Tablas 57 y 58.
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Como puede observarse en la Figura 84, para la enzima cruda al aumentar la
concentracién inicial de (R,S) Ibuprofeno se observa un aumento de la velocidad inicial de
esterificacién del S(+) Ibuprofeno, con un comportamiento perféctamente michaeliano, por lo
que se calcularon las corerspondientes constantes cinéticas (V,,, = (4,710,1) 10°Mh' y K,
= (5,710,6) 107 M))

Se logra asi un gran aumento de la ennatioselectividad de la lipasa cruda de Rh.miehei
para altas concentraciones de acido (E ) 100), pero de forma diferente a la serie de reacciones
de variacion de la concentracion de alcohol, pues en este caso tanto la enzima cruda como

la inmovilizada mantienen su actividad muy elevada.

Como conclusién de este apartado es de destacar el gran aumento de la
enantioselectividad y conversion logrado para las reacciones catalizadas por la lipasa cruda
de Rh.mieheri al aumentar la concentracion nicial de acido. Este efecto no es tan acusado para
la enzima mmmovilizada IM20, puesto que existe un efecto inhibidor al aumnetar la
concentracion de acido, lo cual puede ser debido a problemas de solubilidad en condiciones

5/1 y que imposibilité el desarrollo de la reaccién de relacion de sustratos 10/1

1V.6.2.- ESTUDIO DE LAS VARIABLES CONTINUAS O ESTRUCTURALES

Las variables continuas o estructurales analizadas fueron :

a).- el disolvente orgémico
b).- los sustratos: el alcohol _
el acido (R,S) 2-arilpropionico
Para este estudio se utilizé la metodologia OVAT, segim la cual se modifica una
variable, la que es objeto de estudio, mientras las demds permanecen constantes.
Asimismo, se analizd la influencia de la variacion de estas variables tanto en el
rendimiento de la reaccion estandar de sintesis del éster butilicb de Ibuprofeno, como en

la enantioselectividad de dicha reaccion.
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1V.6.2.a.- Influencia de 1a naturaleza del DISOLVENTE ORGANICO.

De acuerdo con lo indicado en ia bibliografia (ver [/.2.6.) se eligié6 como disolvente
de la reaccion estandar de sintesis de ésteres un disolvente apolar, el ciclohexano (logP = 3,2),
ya que se ha comprobado que las lipasas requieren un medio fuertemente apolar (logP ) 2)
para mantener la capa de agua esencial para ¢l mantenimiento de su conformacion nativa vy,

por tanto, de su actividad®®.

1V.6.2.a.1.- Influencia en ¢l rendimiento.

Asimismo, se analizé la influencia de la naturaleza del disolvente orgamico en la
actividad de la lipasa de Rh.miehei cruda e inmovilizada, relacionando los resultados
obtenidos en estas reacciones con dos parametros fisicos de los disolventes organicos; el logP,
parametro de polaridad, que se define como el coeficiente de particién en un sistema

octanol/agua)™’

y el Volumen molar (V,), pardmetro estérico que equivale al volumen,
expresado en litros, que ocupa un mol de disolvente. Este Gltimo parametro indica la

capacidad de solvatacion de un determinado disolvente **° (Tabla 59).

Tabla 59: Disolventes organicos utilizados, valor de sus corespondientes logP y volumen
molar (V_)y rendimiento de las reacciones de sintesis del éster butilico de Ibuprofeno en cada
disolvente (72h)

DISOLVENTE logP Vi enz.cruda ] enz.inmev
{rend %) (rend %)
dimetilformamida -1,0 0,08 0 0
dioxano -0,4 i 0,09 | 0 0
acetonitrilo -0,33 0,13 0 0
1sobutilmetilceto 1,4 0,05 | 0 1 ]
diisopropiléter 203 0,14 11,540,7 42142
1,1,1-tricloroetanc 2,49 0,10 6212 5441
tolueno 1 2,5 | 0,11 | T4+l 5742
ciclohexano 32 I 0,11 6511 661
hexaneg 3,5 0,13 54+4 7211
heptano 4,0 0,15 5043 42,9403
iso~octano 45 0,17 4942 7341
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Para analizar la wnfluencia de cada parametro en el rendimiento de la reaccién se

utilizo el programa estadistico STATGRAPH®; obteniéndose las correspondientes matrices
de correlacion (Tablas 60 A y B)):

Tablas 60: Matrices de correlacién de los rendimientos de la lipasa cruda (A) e inmovilizada

(B) de Rh.miehei.

enzima cruda

enzima immovilizada (TIM20)

[ rend. | logP Vi i rend. logP Vu

rend. | l 0,79 0,38 rend. 1 0,89 0,61

logP 1 0,82 logP I 0,82
Vu 1 Vu 1

El parametro mas mfluyente en la actividad sintetasa de ambas lipasas es el logP,

parametro que determina el grado de polaridad de cada disolvente organico.

A continuacion, se hizo un ajuste por regresién lineal de dicho parametro con los

valores de rendimiento obtenidos para cada lipasa. Las ecuaciones de las rectas son las

siguientes:

I).- Ajuste rendimiento ~ logP del disolvente.
La- lipasa cruda de R.miehei

rendimiento (%) = (13£2) logP + (815) [36]
n =33 R = 0,613
tonpg= 7 ti31 mo0n= 1,70
FSNanp= 49 Fia (=005 2,89

Lb.- lipasa inmovilizada de R.miehei
rendimiento (%) = (15£1) logP + (813) [37]

n = 33 R =0,793
o= 11

FSNDcxp__= 1 18

t131 (w0059~ 1,70
F1,31 (a=0.05)= 2’89
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En las Figuras 85 A y B se representan las rectas, limites de confianza y limites de
prediccio obtenidos en el ajuste por regresion lineal del rendimiento de cada lipasa en la

reaccion” de sintesis del éster butilico de Ibuprofeno frente al logP de los disolventes

analizados.
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Figura 85: Ajuste por regresion lineal de la actividad de las lipasas cruda {A) e inmovilizada
(B) de la lipasa de RA.miehei frente al log P de los disolventes analizados.

Tras analizar la influencia de la polaridad de diferentes disolventes en la actividad de
la lipasa de Rh.miehei libre e inmovilizada se obtuvo una mejor correlacion (R = 0.793) para
la lipasa inmowilizada de Rh.miehei, ya que la actividad sintetasa de esta enzima estd
directamente relacionada con el caracter apolar del disolvente. Esta correlacion fue menor para
la lipasa cruda {R = 0,613), ya que la maxima actividad se alcanzo con el tolueno (logP =
2,5), vy fue disminuyendo ligeramente al aumentar el caracter apolar del medio.

Tanto la lipasa libre como la lipasa inmovilizada de Rh.miehei fueron inactivas con
disolventes polares (dimetilformamida, dioxano, isobutilmetilcetona y acetonitrilo), con logP
mferior a 2; ya que estos disolventes extraen el agua esencial de la lipasa, provocando la
alteracién de la conformacién nativa de la proteina®®. Estos resultados coinciden con lo

indicado por Miller’ y Svanholm®’ en la reaccion de sintesis del miristato de propilo y

Manjon**’ en la sintesis del butirato de etilo. Estos autores trabajaron con la lipasa

inmovilizada de Rh.miehei y observaron una marcada diferencia en la actividad de dicha
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enzima en funcién de la naturaleza del disolvente, ya que pasaba de ser practicamente inactiva

con disolventes apolares y muy activa con los disolventes mas apolares.

Iv.6.2.4.2.- Influencia en la enantioselectividad .

A continuacion, se analizé la mfluencia de la naturaleza del disolvente organico en la

enantioselectividad de la lipasa de Rh.miehei cruda e inmovilizada. Estos resultados y los

parametros fisicos de cada disolvente logP y V, se muestran en la Tabla 61.

Tabla 61: Disolventes organicos utilizados, valor de sus corespondientes logP y volumen
molar (V_)y rendimiento de las reacciones de sintesis del éster butilico de Ibuprofeno en cada

disolvente (72h).

DISOLVENTE logP Vi enz.cruda enz.inmov.
{ee %) (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
ditsopropiléter 2,03 0,14 9.91+0,5 32,6103
1,1,1-tricloroetano 2,49 0,10 472402 6741
tolueno 2,5 0,11 534 54+1
ciclohexano 3.2 0,11 6813 8514
hexano 3.5 0,13 68+3 80=x1
heptano 4,0 0,15 7212 6612
iso-octano 4.5 0,17 4812 7743

Utilizando el programa estadistico STATGRAPH?® se obtuvieron las siguientes

matrices de correlacion (Tablas 62 A y B):
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Tabla 62: Matrices de correlacion de la enantioselectividad de la lipasa cruda e inmovilizada

de Rh.miehei
enzima cruda enzima inmovilizada (IM20)
ee logP Vu ee logP Vi
ee | I 0,86 0,50 ee 1 0,90 0,57
logP 1 0,82 logP 1 0,82
Vi 1 Vo 1

El parametro mas influyente en la enantioselectividad de ambas lipasas es el logP; por
lo que se puede concluir que tanto la actividad como la enantioselectividad de 1a lipasa de
Rh.miehei en la reaccion de sintesis de ésteres en diversos medios organicos depende

fundamentalmente de la polaridad del disolvente organico.

Tras el ajuste por regresién lineal del logP con los valores de exceso ennatiomerico

obtenidos se obtuvieron ias siguientes rectas:

II).- Ajuste exceso enantiomérico - logP del disolvente

L.a- lipasa eruda de Rh.miehei

exceso enantiomérico (ee) (%) = (14%1) logP + (514) [38]
n = 33 R= 0,739
Texo™ 9.4 ty31 (=005 1,70
FSNDexp= 88 Fia1 (@m005™= 2,89

Lb.- lipasa immovilizada de Rh.miehei

exceso enantiomérico (ee) (%) = (17£1) logP + (7+4) [39]
n =33 R =0,821
texp= 12 t131 @005~ 1,70

FSNDexp= 142 F i1 tem0.0%™ 2,89

En las Figuras 86 A y B se representan las rectas, limites de confianza y limites de

prediccion obtenidos en el ajuste por regresion lineal del exceso enantiomeérico de cada lipasa

en la reaccién de sintesis del éster butilico de Ibuprofeno frente al logP de los disolventes
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analizados.

2

exceso enantiomérico (ee)
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Figuras 86: Ajuste por regresion lineal de [a actividad de las lipasas cruda (A) e inmavilizada
(B) de 1z lipasa de Rh.miehei frente al log P de los disolventes analizados.

Analizando los resultados obtenidos con los disolventes mas apolares (logP mayor de
2,49) se observa que el comportamiento de estas dos enzimas es similar. En el caso de la
lipasa inmovilizada (Lipozyme® IM20) se produce un aumento del rendimiento y la
enantioselectividad de la reaccién con la polaridad de los disolventes, coincidiendo con lo
indicado por los autores anteriormente citados?®*#*’**!. La lipasa cruda (Lipozyme® 10000L),
cuyo comportamiento con distintos disolventes no ha sido estudiado anteriormente, alcanza
su maxima enantioselectividad con el tolueno (logP = 2,5), descendiendo ligeramente con los
disolventes mas apolares. Por €l contrario, el valor del exceso enantiomérico, parametro que
determina el grado de enantioselectividad alcanzado, alcanza sus valores maximos con los
disolventes mas apolares. Estos resultados parecen indicar que la lipasa de R.miehei es mas
enantioselectiva con los disolventes mas apolares (logP ) 3), por lo que el rendimiento se
mantiene en torno al 50%, ya que solo reconoce uno de los enantiomeros. Con el disolvente
mas apolar (isooctano; logP = 4,5) se produce una disminucion drastica de la
enantioselectividad para la lipasa cruda, debido a problemas difusionales que dificultad el

acceso de los sustratos al centro activo de la lipasa enzima.
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El disolvente utilizado en la reaccion estandar de sintesis del éster butilico de
Ibuprofeno fue el ciclohexano (logP = 3.2), disolvente apolar intermedio, con ¢l que se
obtuvieron muy buenos resultados tanto de rendimiento como de enantioselectividad con las
dos hpasas y que ademas fueron similares para ambas lipasas.

Para analizar la influencia en el proceso de la naturaleza de los acidos (R,S) 2-
arilpropidnicos se utilizd el diisopropiléter, debido a la necesidad de utilizar un disolvente en

el que se solubilizaran estos acidos y la lipasa de Rh.miehei fuera activa.

IV.6.2.b.- Influencia de la CADENA ALCOHOLICA

Con el fin de analizar la influencia de la naturaleza del alcohol en la actividad de la
lipasa de Rh.miehei. Se llevé a cabo la reaccion estdndar de sintesis de ésteres de (R.S)

Ibuprofeno variando el tipo del alcohol utilizado.

IV.6.2.b.1.- Influencia en el rendimiento de la reaccidn

Si se asume la formacion de un complejo intermedio acil-enzima durante ia reaccion
de sintesis de ésteres, el rendimiento final de la reaccion dependera de la accesibilidad del
nucledfilo (alcohol, en este caso) al enlace acil-enzima; de ahi la influencia de la naturaleza
del alcohol en el rendimiento de estas reacciones.

En la Tabla 63 aparecen los rendimientos finales (72h) de cada reaccion, expresados
en porcentaje de ester sintetizado v en actividad especifica (mmol ester sintetizados/mg de
proteina).

Tabla 63: Actividad de la lipasa cruda e inmovilizada de R.miehei en la reaccion de
esterificacion del (R,S) Ibuprofeno con diversos alcoholes (72h).

i enzima cruda enzim inmovil
ALCOHOL rend mmol/ rend mmol/
(%) mg prot. (%) mg prot.”

1-butanol 4512 0,024 73£1 0.025

3-metii-1-butanol 6112 0,029 251 0.009

1-octanol 3341 0,016 344) 0.012
2-propanol 1010,1 0,005 0 0
ciclohexanol 151 0,007 0 0

(*} actividad expresada en mmoles éster smtetizado/mg proteina
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En la Figuras 87 A y B se muestra el resultado obtenido con cada alcohol a distintos

tiempos de reaccion.
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Figuras 87: Rendimiento de la reaccion de esterificacion del (R,S} Ibuprofeno con distintos
alcoholes, catalizada por la lipasa cruda (A) e inmovilizada (B) de Rh.miehei.

Las lipasas especificas, como la lipasa de R.miehei, catalizan las reacciones de

esterificacion preferentemente con alcoholes primarios, mientras que su actividad es muy

pobre con alcoholes secundarios y, al igual que todas las lipasas, no es acttva con alcoholes

terciarios’®. Por esta razon, en este estudio de la influencia del alcohol en la actividad de la

lipasa cruda e inmovilizada de R.miehei se analizaron diversos alcoholes primarios de

diferente longitud (l-butanol y l-octanol) y ramificado (3-metil-1-butanol); alcoholes

secundartos alifatico (2-propanol) y ciclico (ciclohexanol), pero no se analizaron alcoholes

terciarios.

En las Figuras 87 A y B se observa que la lipasa inmovilizada de Rh.miehei

(Lipozyme® IM20) no es activa con los alcoholes secundarios utilizados, mientras que la
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lipasa cruda presenta una actividad muy baja con dichos alcoholes, en relacién con la
actividad obtenida con los alcoholes primarios. Resultados analogos han sido descritos por
Svanholm®® en la reaccion de esterificacion del acido miristico, donde obtuvo rendimientos
del 90% con los alcoholes primanos ensayados y rendimientos del 10% con los alcoholes

secundarios.

Los alcoholes primarios estudiados presentan mas de cuatro atomos de carbono, ya que
los alcoholes primarios de cadena corta como el etanol, debido a su alta hidrofilia
{logP = -0,24), ejerce un efecto deshidratante sobre la lipasa, disminuyendo su actividad®®’?*.

Entre los alcoholes primarios, tanto con la lipasa cruda como con la inmowvilizada, los
mejores resultados se obtuvieron con 1-butanol y los peores con I[-octanol, debido a ia
disminucion de la actividad de ia lipasa de Rh.miehei al aumentar la longitud de la cadena
alcoholica.

Miller*®! tras analizar la actividad de la lipasa inmovilizada de Rh.miehei (Lipozyme®
IM20) en la reacciéon de esterificacion del acide miristico con diferentes alcoholes primanos
{con radicales alquilicos y aromaticos en la posicion B, con grupos funcionales polares en esa
misma posicion y diversos alcoholes con insaturaciones y grupos aromaticos en su cadena),
llegd a la conclusiéon de que esta enzima admite una gran variedad de sustratos alcohoélicos
debido a que su centro activo esta rodeado de una gran zona hidréfoba. Por tanto, los
sustratos mas apolares presentaran una gran afinidad por esta region, favoreciendo el
desarrollo de las reacciones de esterificacion. No obstante, estas conclusiones deben matizarse
tras analizar los resultados representados en las Figuras 87 A y B, dado el menor rendimiento
obtenido con el I-octanol (logP = 2,90) respecto al 1-butanol {logP = 0,80}, a pesar de su
caracter mas apolar, lo que mndica que la longitud de la cadena de los alcoholes primarios es
un factor mas influyente en la actividad de la lipasa de Rh.miehei que la polanidad de los
alcoholes.

Tras esie estudio se observé que el alcohol mas adecuado para ia lipasa de Rh.miehei,
tanto cruda como inmovilizada, es el 1-butanol, ya que con este alcohol se alcanzaron
elevados y semejantes valores de actividad especifica para ambas lipasas: 0,024 mmol/mg con

la lipasa cruda y 0,025 mmeol/mg con la lipasa inmovilizada.



Acidos (R,8) 2-arilpropionicos

IV.6.2.b.2.- Influencia en la enantioselectividad

Ademas de analizar la influencia de la naturaleza del alcohol en el rendimiento de la
reaccion de esterificacion del (R,8) Ibuprofeno se estudio su influencia en la
enantioselectividad de dichas reacciones.

En la Tabla 64 aparecen los resultados de exceso enantiomérico (ee) y rendimiento en

éster (%), obtenidos al final de cada reaccion (72 h).

Tabla 64: Enantioselectividad de la lipasa cruda e inmovilizada de Rh.miehei en la reaccién
de esterificacidn del (R,S) Ibuprofeno con diversos alcoholes (72h).

enzima cruda ’ enzima mmov
ALCOHOL read (%) ee FE read et FE
(%) (%) (%)
1-butanol 4942 4812 0,5 73+1 7713 0,3
3-metil-1-butanol 6112 79+2 0.5 2541 59+2 1.8
1-octanol 331 431 0,8 3441 7643 1,5
2-propanol 10:40,1 0,40+0,01 0,03 0 - ——
ciclohexanol 1541 3301 0,1 0 -— -

La enantioselectividad alcanzada en cada reaccién esta directamente relacionada con
el rendimiento obtenido, ya que las reacciones de mayor rendimiento son también las de
mayor enantioselectividad, De ahi que los valores de exceso enantiomérico obtenidos con los
alcoholes primarios sean muy superiores a los obtenidos con los alcoholes secundarios.

Los datos de factor de enantioselectividad (FE) obtenidos con cada alcohol no son
comparables, ya que en algunas reacciones a las 72h de reaccion se ha sobrepasado el 50%
de conversif)n, mientras que en otras todavia no se ha alcanzado.

El 1-butanol fue el alcohol con el que se obtuvieron mejores resultados con ambas

lipasas, por lo que se utilizé en la reaccidn estandar de esterificacion.
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IV.6.2.c.- Influencia del ACIDO (R.S) 2-ARILPROPIONICO

A continuacion se llevd a cabo la sintesis enantioselectiva de los ésteres butilicos de

diferentes acidos (R,S) 2-arilpropiénicos, catalizada por la lipasa de Rh.miehei cruda e
mmovilizada. Debido a la escasa solubilidad de estos sustratos, se utilizo un disolvente lo
suficientemente apolar como para que la lipasa de Rh.miehei puediera desarrollar su actividad
y lo suficientemente polar, como para que todos los acidos estudiados fueran solubles; el
disolvente utilizado que reunia todas estas caracteristicas es el ditsopropiléter (logP = 2.03).

El Naproxeno es el acido S(+) 2-(6-metoxi-2-naftil )propidnico, pero en esta seccién
y con el fin de simplificar la nomenclatura utilizada, se engloba dentro de la denominacion
de Naproxeno a los dos enantiomeros R(-) y S (+) del acido (R,S) 2Z-(6-metoxi-2-

naftil)propidnico.

IV.6.2.c.1.- Influencia en el rendimiento de la reaccidn.
En la Figura 88 A y B se representa la evolucion de la reaccién de sintesis del éster

butilico de cada acido (R,S) Z-anlpropiénico frente al tiempo.
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Figura 88: Evolucion de la reaccion de sintesis del éster butilico de diferentes acidos (R,S)
Z-anlpropidnicos, catalizada por ia lipasa de RA.miehei cruda (A) e inmovilizada (B),
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Las curvas de la Figura 88 se ajustaron a un modelo exponencial creciente y se calculd
la velocidad inicial de cada reaccidn utilizando el programa EXFIT, del paquete estadistico
SIMEFEIT version 4,0. En la Tabla 64 se recogen los resultados de velocidad inicial {(mmoles
ester sintetizado/hora) obtenidos en cada reaceidn; asi como los valores de logP de cada acido

(R,S) 2-arilpropionico estudtado.

Tabla 64: Velocidad 1nicial de las reacciones de sintesis de los ésteres butilicos de diferentes
acidos (R,S) 2-arilpropiodnicos, catalizada por la lipasa de Rh.miehei cruda e inmovilizada y
logP de cada 4cido.

1 enzima cruda enzima inmovi
ACIDO log P del v, enant \A enant
acido i {momol ester/h) {mmo} ester/h)
[BUPROFENO 3,74 (2,04+0,3) 10” S (7,4£0,8) 10° g
NAPROXENO 2,83 (1,040,1) 10° S (4,740.3) 107 S
KETOPROFENO 2,66 (2,5£0,1) 10 R (3,410,3) 10” R
Ac. 2-fenilpropionico 1,84 (8,1£0,7) 107 8 (2,310,2) 10° 8

(enaat) enantiopreferencia.

De los datos de la Tabla anterior se puede deducir que la reactividad relativa de los
tres acidos cuyo enantiomero S$(+) se esterifica preferentemente es la misma para la lipasa de

Rh.miehei cruda e nmowilizada
(R,S) Ibuprofeno ) (R,S) Naproxeno ) (R,S) 2-fenilpropidénico

siendo la diferencia de reactividad mayor con la lipasa inmovilizada que con la enzima cruda.
Este reactividad relativa puede relacionarse, en principio, con el logP de cada acido,
de forma que el acido mas lipoide ((R.S) Ibuprofeno) difunde mejor en el medio de reaccion
(duisopropiléter) hacia el centro activo de la enzima.
En el caso del (R,S) Ketoprofeno, que presenta una enantiosefectividad opuesta, hacia
el enantiomero R, es relativamente mas reactivo que los otros acidos para las reacciones
catalizadas por la lipasa cruda de Rh.miehei. Esta situacidon es opuesta en las reacciones

catalizadas por la lipasa immovilizada (IM20). No obstante, el (R,S) Ketoprofeno es poco
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reactivo en ambos ¢asos.

v.6.2.c.2.- Influencia en la enantioselectividad.
En la Tabla 65 se recogen los valores de los parametros de enantioselectividad (ee y

FE) obtenidos en las reacciones de sintesis de los ésteres butilicos de diversos dcidos (R.S)

2-arilpropiénicos.

Tabla 65: Enantioselectividad de las reacciones de sintesis de los ésteres butilicos de los
acidos (R,S) 2-aril propionicos, catalizada por la lipasa de Rh.miehei cruda e inmovilizada.

enzima  cruda IM20
ACIDO logP rend ee FE rend ee FE
(72h) (72h)
[BUPROFEN 3,74 11,6107 10£0,1 13,12 42%2 3241 72.41
NAPROXEN 2,83 5,7£0,8 1,05+0,06 6,04 27%2 7,140,3 36,98
KETOPROFE 2,66 13,8409 9+1 16,01 2011 9,540,2 250
2fenilpropi 1,84 4,5+0,3 2631 4,71 1341 85401 1494

Para comprobar que la enantioselectividad de la lipasa de Rh.miehei tanto cruda como
mmmovilizada varid con respecto al Ketoprofeno, se realizaron una serie de reacciones
utilizando como sustratos los enantiomeros R y S puros de dicho acido, manteniendo
constantes todas las condiciones de la reaccion. Los resultados obtenidos se recogen en la

Tabla 66.

Tabla 66: Rendimiento de 1a reaccidn de sintesis del éster butilico de Ketoprofeno, utilizando
como sustratos los ennatiémeros R y S puros de dicho acido.

__enzima cruda iM20
t (h) R S t) | R S
170 22+1 0 167 4812 73203
263 30+2 - 263 6012 15407
408 - 4,502 408 - 2011
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Como se observa en la Tabla 66 el rendimiento de la reaccion de sintesis del éster
butilico del enantiémero S de Ketoprofeno fue muy bajo, mientras que en la reaccion de
esterificacion del isomero R el rendimiento obtenido fue muy superior en las dos series de
reacciones, catalizadas por la lipasa de Rh.michei cruda e wmovilizada (IM20),
respectivamente.

Tras la realizacion de las reacciones con los enantiomeros puros de Ketoprofeno
quedo6 confirmado que la enantiopreferencia de la lipasa de Rh.miehei es diferente en el caso
del (R,S) Ketoprofeno, ya que actiaa selectivamente sobre el isdmero R, mientras que para los

otros acidos {R.S) 2-arilpropionicos estudiados reconoce preferentemente el isomero S.

Como ya se indicé en la seccion fV.4.2., la informacion recogida en la bibliografia
acerca de la enantioselectividad de la lipasa de Rh.miehei para los acdos (R,S) 2-

240246 Ghservaron

anlpropiénicos es bastante contradictoria. Algunos autores como Sih y cols.
un comportamiento enantioselectivo de la lipasa de Rh.miehei hacia el 1sémero R del (R,S)
Ibuprofeno. Sin embargo, otros autores®' detectaron una marcada enantioselectividad por el
enantiomero S de este mismo sustrato. Este diferente comportamiento de la lipasa de
Rh.miehei sobre el mismo sustrato, como se comentd anteriormente, puede atribuirse al
diferente origen de las enzimas, ya que la lipasa utilizada por Sih era del laboratorio Amano
y la utilizada por Rantakyld®' y por nosotros procedia del laboratorio Novo-Nordisk.

247276

Sin embargo, Palomer y cols. observaron también una modificacion de la

enantiopreferencia de la lipasa de Rh.miehei por el isomero R(-} del Ketoprofeno.

La enantiopreferencia de la lipasa de Rh.miehei por el enantiomero S de los acidos
(R.S) 2-anlpropionicos, excepto en el caso del Ketoprofeno, observada en la presente Tesis
Doctoral condujo a la obtencion del éster S y el acido R, tras la reaccién de sintesis
enantioselectiva de dichos 4acidos. Aunque el resultado obtenido fue opuesto al que se

perseguia, la obtencion directa del acido S(+), este resultado supuso un importante avance en
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CONFORMERO CONFIG. E (kcai/mo}) angulo (°) _ d1 (A) dz2 (A)

SFEN1 S 7.141 -55.8 5.09 4.35
RFEN1 R 7.141 +55.8 5.09 4.35
H
H H
H _ 0O
Q—¢
[\
O-H
ds \H
d, H
CONFORMERO ___CONFIG. __E (keal/mol) angulo (°)  d1(A)  d2(Ay __ d3(A)

SiBU1 S 15.94 -55.8 8.41 3.83

RIBU1 R 15.94 +55.8 8.44 4324  3.83

I
(48]
Ny
b



CONFORMERO CONFIG. E {kcal/mol angqulo {°} d1 (A) d2 (A)
SNAP1 S -4.01 -54 .43 9.75 5.93
SNAP2 S -4.01 -563.33 9.75 5.83
RNAP1 R +0.46 +54 31 9.68 5.93
RNAP2 R -3.27 +54.22 9.87 5.93

H
H
CONFORMERO _ CONFIG. _ E (kcal/mol) angulo(®) d1 (A) _ angulo (°)

SKETCH S 10.58 -51.69 9.75 81.2

IKzTCZ S 10.58 -51.69 9.75 -67.0

ILETCT S 9.74 -56.38 8.79 -128.23

RNETTT R 10.58 51.69 8.75 67.4

IKITIT R 10.57 105.70 9.74 124.0

LT R 9.76 56.10 9.81 126.0
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Dado que los cuatro sustratos son reconocidos por la lipasa de Rh.miehei, se puede
suponer que el lugar de reconocimiento debe tener unas dimensiones tales que permitan la
entrada del sustrato mas voluminoso. Asi pues, el tunel de reconocimento del grupo arilo debe
tener una profundidad de la menos 9,8 A, puesto que es la longitud de los enantiémeros mas
largos (Naproxeno y Ketoprofeno) y una anchura y una altura como minmo de 5,93 A cada
ua de ellas para permitir la entrada del sustrato mas voluminoso (Naproxeno). Las
dimensiones del lugar de reconocimiento del grupo arilo, disefiadas en funcién de los estudios

conformacionales de los acidos (R,S) 2-arilpropidnicos se representan en la Figura 90 A.

Asimismo, en este tunel cabria perfectamente el dcido 2-metildecandico, que es el
sustrato de la lipasa de Rh.miehei mas largo de todos los decritos en la bibliografia para dicha
enzima Y que tiene una longitud de 9,8 A y una anchura de 5,56 A Enila Figura 90B se
representa el conférmero de minima energia de dicho acido, dentro del lugar de
reconocimeinto de anlo disefiado en la Figura 90A en funcién de las dimensiones de los

acidos (R,S) 2-arilpropidnicos.
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5.93A

Figura 90: Dimensiones del lugar de reconocimiento del grupo arilo de la lipasa de
Rh.miehei. En la Figura A se sitia el Naproxeno y en la Figura B el acido 2-metildecanoico.
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La diferente enantioselectividad observada en esta Tesis Doctoral no es la priemra vez
que se describe para esta lipasa, como se comentd en el apartado IV.4.1. y al principio de esta

seccion.

Holmquist y cols.'® describieron en 1993 el cambio de enantioselectividad del
enantiémero S al R en las reacciones de hidrdlisis del 2-metil-decanocato de l-heptilo y del
2-metil-decanoato de bencilo, catalizadas por la lipasa de Rh.miehei. Estos autores atribuyen
este cambio de enantioselectividad a la diferente interaccién del alcohol con la tapadera de
la lipasa, ya que la mutacién del residuo Arg-86 de la tapadera a Glu87 provoca la alteracién

de la enantioselectividad de las reacciones de hidrolisis estudiadas,

Dado que en nuestro caso el sustrato quiral es el 4cido y no el alcohol se procedié al
estudio de las variaciones de energia producidas al girar determinados enlaces que se
consideraron criticos en la molécula de R(-) Ketoprofeno y de S(+) Ketoprofeno para poder

acoplarse al centro activo de la lipasa de Rh.miehei.

En la Figura 91 se indican los 3 giros realizados en la molécula de Ketoprofeno

utilizando para ello la Dinamica Molecular.
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Figura 92: Giros realizados en la moiécula del (R.S) Ketoprofena

A continuacion se indica la variacion de energia producida al realizar cada wno de los

giros indicados en la Figura 92 y el angulo de giro de cada enlace.

GIRO 1

angulo de giro AE
(%) (%)

a, 0
o, + 70° 336

a, + 180 ° 0.8
o, + 250° 340
a, + 310° 4.5

a, + 360° 0

GIRO 2

dngulo de giro AE
(*) (%)

o, 0
o, +70° 330
a, + 180° 2.1
a, + 250° 301
a, + 320° 4.8
a, + 360° 0
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GIRO 3

angulo de giro * AE
) (%)

Oy 0

o, + 120° 43
o, + 180° 1,6
o, + 240° 8,0
o, +310° 40,7

a, + 360° 0

De estos resultados se puede obtener las siguientes conclusiones:

GIRO 4

angule de giro AE
*) (%)

o, 0
o, + 90° -03
a, + 180° - 0,6
o, + 270° 5.7

o, + 360° 0

a).- Del giro 4 se deduce que el grupo carboxilo tiene practicamente total libertad de

giro para acoplarse al centro activo de la enzima.

b).- Del giro 3 se deduce que el enlace que une el centro estereogénico con el primer

carbono aromatico tiene cierta dificultad de giro, con dos maximos a (o, + 120°%) y (@,

+ 310°) y dos minimos a a, y {a, + 180°)

¢).- De los giros 1 y 2 se deduce que los dos bencenos presentan gran dificultad de

giro, por lo que dificilmente podra alterarse su conformacion para acoplarse al centro

activo de la enzama.

De forma analoga se realizo el estudio de los giros de los enlaces de 1a molécula de

Naproxeno. Se eligié esta molécula entre los acidos 2-anlpropidnicos para los que la lipasa

de Rh.miehei es S-enantioselectiva porque el anillo de naftaleno es el radical mas rigido y por

tanto el que menos alterara su confomacidn para acoplarese la centro activo de la lipasa de

Rh.miehei. En la Figura 92 se indican los enlaces de la molécula de Naproxeno que se han

rotado en este estudio
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H H

Figura 92: Giros realizados en la molécula de (R,S) Naproxeno

A continuacion se indican los angulos de giro realizados y la diferencia de energia

producida tras cada giro

GIRO 1 GIRO 2

angulo de giro AE angulo de giro AE
(°) (%) () (%)

o, 0 o, 0

a, +60° 11 : a, + 60° 7,3

a, + 120° 9.4 a, + 120° 1,1
a, + 180° 4,5 o, + 180° 22
a, + 250° 12 a, + 240° 7,4
a, + 300° 6,1 a, + 300° 0,1

a, + 360° 0 a, + 360° 0
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GIRO 3
e
angulo de giro AE )
(?) (%)
a, 0
a, + 60° -28
o, + 120° 11,4
o, + 180° 43
o, + 240° 0,9
a, + 300° 5,7
a, + 360° 0

De estos resultados se puede deducir que las barreras energéticas de 105 giros de la
molécula de S(+) Naproxeno son pequefias, por lo que esta molécula podra acomodarse con
facilidad en el centro activo de la lipasa de Rh.miehei.

Resultados andlogos de diferencia de energia (AE) se obtuvieron para los giros del

acido (R,S) 2-fenilpropiénico y del (R.S) Ibuprofeno.

o 3 24 3k 3 ok 3 o ek e o 3 3 fe ko e fe o 3 3 ak ok ok e o o 3 3Kk 3 o ok e ok e ok o ok ok ook ok o ok oK ok ok K

+

A continuacién se superpusieron los enantiomeros S(+) del acido 2-fenilpropidnico,
del Iburpofeno y del Naproxeno por el carbono estereogénico y por el primer anillo aromatico
de estas moléculas.

En las Figuras 93 A y B se representan los enantiémeros S(+) Ibuprofeno y el acido
S(+) 2-feni1§ropiénic0 superpuestos y analizados desde distinto éngulo. En la Figura A se
analiza su disposicion en un plano y en la Figura B se representa su disposicioén girando dicho

plano un angulo de 90°.
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Figura 93: Enantiémeros S(+) Ibuprofeno y acido S(+) 2-fenilpropionico superpuestos.

Como se observa en la Figura 93 los dos enantidmeros analizados se superponen
totalmente. Los restos carboxilo, metilo y los hidrogenos de ambas moléculas se disponen en

la misma zona espacial y los anillos aromaticos se solapan por completo.
A continuacion se superpusieron los enantiomeros S(+) Ibuprofeno y S(+) Naproxeno,

también a través del centro estereogénico y del primer anillo aromatico de cada molécula, tal

Yy como se representa en la Figura 94.
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Figura 94: Enantiomeros S(+) [buprofeno y S(+) Naproxeno superpuestos.

En esta Figura se observa también que las dos moléculas se superponen totalmente,
disponiéndose sus restos carboxilo, metilo e hidréogeno en la misma zona y solapandose el
resto fenilo del S(+) Ibuprofeno con el primer anillo aromatico del naftaleno de la molécula
de S(+) Naproxeno.

Asimismo, se observa que las zonas finales de las dos moléculas presenta umas
dimensiones muy similares. Esta zona se sitia en el lugar de reconocimiento del grupo arilo
en la lipasa de Rh.miehei, de lo que se deduce que aunque el Naproxeno es mas voluminoso

que el Ibuprofeno, su disposicién en el centro activo de la enzima es muy similar.

301



Antiinflamaterios no esteroideos

302



Figura 95: Enantiémeros S(+) Naproxeno y R(-) Ketoprofeno superpuestos.

A continuacion se analizaron las caracteristicas estructurales de los enantiomeros R
y S de Ketoprofeno, con el fin de determinar la causa del cambio de enantiopreferencia de
la lipasa de Rh.miehei cuando actia sobre el (R,S) Ketoprofeno. Para ello se superpusieron
los dos enantiomeros de Ketoprofeno sobre el $(+) Naproxeno, que es el enantiomero S mas
voluminoso.

En la Figura 95 A se observa que los grupos metilo e hidrogeno de los enantiomeros
R(-)Ketoprofeno y S(+)Naproxeno se colocan hacia lados opuestos, mientras que los grupos
carboxilo de ambos se colocan en la misma zona, tal y como se observa en la Figura A.
Asimismo se puede comprobar que la zona aromatica de los dos enantiémeros presenta una
disposicién muy similar, ya que el resto benzoilo del R(-) Ketorpofeno esta girado de forma

que queda muy proximo al anillo de naftaleno del S(+) Naproxeno.
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Figura 96: Enantiomeros S(+)Naproxenc y S(+)Ketoprofeno superpuestos.

En esta Figura se superpuso el S(+) Naproxeno sobre el mismo enantiomero de
Ketoprofeno. En este caso se observa que la estructura de los dos enantiémeros es muy
diferente, ya que los restos carboxilo, metilo e hidrégeno de ambos se disponen en zonas
opuestas. Sin embargo el factor mas llamativo es la disposicion del resto benzoilo del
S(+)Ketoprofeno, que estd muy alejado del naftaleno del S(+)Naproxeno, a diferencia de lo
que se observd al superponer el enantiomero R(-)Ketoprofeno. Como se comprobd en la
pagina 295, el giro 1 de la molécula de Ketoprofeno estda muy impedido ya que requiere
mucha energia Como consecuencia de la rigidez de ese enlace el enantidmero
S(+)Ketoprofeno no puede entrar en e} "tunel” de reconocimiento del grupo arnlo en la lipasa

de Rh.miehei y por eso esta lipasa varia su enaticpreferencia en el caso del Ketoprofeno.

*
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Figura 97: Dimensiones de los enantiomeros S(+)Naproxenc v S(+)Ketoprofeno superpuestos.
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Para comprobar las dimensiones del enantiémero S(+) Ketoprofeno se midi6 la anchura
de la Figura 96 en la que se superpusieron los enantidmeros S(+)N‘aproxen0 y
S(+)Ketoprofeno. Como se observa en la Figura 97 la anchura de la zona aromatica del S(+)
Ketoprofeno es muy superior (6,98 A) a las diemensiones calculadas en la Figura 90 para la
zona de reconocimiento de los grupos arilo en la estrucutra de la lipasa de Rh.miehei, que se
calculé fue de 5,93 A Por todo ello se puede concluir que el factor determinante del cambio
de enantiopreferencia de la lipasa de Rh.miehei respecto del (R,S)Ketoprofeno fue la gran
distancia de la zona anlo del enantiémero S(+)Ketoprofeno debido ala disposicién de su resto

bencilo y a la imposibilidad de giro de su enlace.
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ISOMERO S ISOMERO R

Figura 98: Disposicion de los enantiomeros R y S de los acidos (R,S) 2-anlpropionicos en

el centro activo de la lipasa de Rh.mriehel.

Asi pues se puede concluir a nivel cualitativo que:

a).- los sustratos flexibles (R,S) Ibuprofeno; acido (R,S) 2-fenilpropiénico y (R.S)
Naproxeno se acomodan con facilidad al tunel de reconocimiento del grupo arilo de la lipasa

de Rh.miehei.

b).- la enantioselectividad observada para los acidos (R,S) 2-arilpropiénicos indicados
en el apartado anterior ( enantiémero S ) enantiomero R) viene controlada por i{os subsitios
de reconocimiento del hidrogeno y del metilo, ya que estos subsitios del centro activo de la
enzima reconocen mejor a estos grupos en la configuracion S. Como se representa en la
Figura 98 el 1somero S se acopla perfectamente, mientras que el grupo metilo del isomero R
tiene mayor impedimento para acoplarse y el hidrégeno queda totalmente suelto en el centro

activa.

¢).- Por el contrario, en el caso de la molécula rigida, (R,S) Ketoprofeno, es la
geometria del grupo anlo la que determina qué enantidomero puede unirse, siendo para este
compuesto el isomero R(-). Esto explicaria cualitativamente el cambio de enantioselectividad

observada.
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1V.6.3.- ACTIVIDAD DE LA LIPASA DE Rh michei SEMIPURIFICADA E
INMO VILIZADA.

Tras analizat las variables de operacidn y estructurales que participan en la reaccion
de esterificacion enantioselectiva de acidos (R.8) 2-anlpropionicos, catalizada por la lipasa
de Rh.miehei cruda (Lipozyme”™ 10000L) e inmovilizada por adsorciéon sobre una resina de
intercambio anionico (Lipozyme® IM20) se analizo la actividad de la lipasa de Rh.miehei
semipurificada por dialisis y por precipitacion con sulfato amonico en esa misma reaccion;
asi como la actividad de la lipasa cruda v semipurificada inmowilizadas por enlace covalente
con silice.

Para este estudio se llevo a cabo la reaccion estandar de esterificacion (sintesis del
¢ster butilico de {R,S) Ibuprofeno en ciclohexano a 37 °C), catalizada por los diferentes
derivados semipunficados y/o inmovilizados de la lipasa de Rh.miehei.

Dado que el contenido protéico de cada enzima es diferente y con el fin de comparar
el rendimiento obtenido en cada reaccion, se expreso el rendimiento en milimoles de éster
formado por miligramo de proteina. La determinacion de la cantidad de proteinas se hizo por
el método del biuret en unos casos y por el método de Bradford en otros. por lo que se aplico
un factor de conversion (f = 8.5) para unificar criterios y expresar todos los resultados segun
el meétodo de Bradord

Los resultados obtenidos en el transcurso de cada reaccion se ajustaron a cineticas de
primer orden (y = A (1-e*'}) y se calculo el valor de la velocidad inicial (V,) (V, = A k) con
el programa EXFIT, del paquete estadistico SIMFIT version 4.0 2**.

Asimismo, se analizo la enantioselectividad de cada reaccion. El parametro utilizado
para este estudio fue el factor de enantioselectividad (FE), definido en la presente Memoria
fver [V.6.1.a.3.) para determinar la enantioselectividad en un momento determinado de la

reaccion y que permitioé comparar los resultados obtenidos con cada enzima.

IV.6.3.a.- Es

Como se indicé anteriormente, la lipasa de Rh.miehei (Lipozyme®™ 10000L) fue
semipurificada siguiendo dos metodologias:
a).- dialisis y centrifugacion

b).- precipitacion con sulfato amonico
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En las Figuras 99 se representan las cinéticas de pnmer orden del rendimiento
obtenido en cada reaccion a lo largo del tiempo. A partir de cada una de estas curvas se

determiné el valor de velocidad inicial (V,), que permiti6 comparar la actividad de cada

denivado semipurificado.

rendimiento (lmmoles ester/mg proteina}
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Figura 99: Evolucion de la reaccion de sintesis del éster butilico de Ibuprofeno catalizada por
la lipasa de Rh.miehei cruda semipurificada por didlisis (Dial) y posterior centrifugacion
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Figura 109: Evolucion de ia reaccion de sintesis del éster butilico de Ibuprofeno, catalizada
por la lipasa de Rh.miehei cruda y semipurificada por precipitacion con sulfato aménico.
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En la Tabla 67 se recogen los valores de velocidad imnicial (V,), factor de purificacion
(F,uir); €xceso enantiomeérico (ee) y factor de enantioselectividad (FE) obtenidos en la reaccidn

estandar de sintesis de ésteres catalizada por la lipasa de Rh.miehei cruda y semipurificadas.

Tabla 67: Valores de velocidad inicial (V,), exceso enantiomérico (ee) y factor de
enantioselectividad (FE) obtenidos en la reaccion de sintesis del ester butilico de Ibuprofeno,
catalizada por la lipasa de Rh.miehei cruda y semtpurificada.

ENZIMA v, F o ee FE
{mmoles/mg prot h) (%) 72h) {72h)

CRUDA 3,6 107%) 6813 0,32
Dial 6,6 107%) 1,8 12,3+0,6 0,75
DC 3,4 107 0,9 5,102 0,49
50 % 11,9 107 3.3 15,540,8 0,89
60 % . 55 10° 1,5 9,2+0,4 0,63
70 % 2,810° 0,7 5,1+0,2 0,70
80 % 3,9 10° 11 8,0+0,4 0,61

{*) se aplico el factor de correccién (f = 8,51+0,9) para expresar la cantidad de proteina segin el método de Bradford.

A la vista de los resultados recogidos en la Tabla 67 y en las Figuras 99 y 100 se
observa que la lipasa semipurificada por dialisis resulté ser mas activa que la lipasa cruda de
Rh.miehei, mientras que tras la posterior centrifugacion, la actividad sintetasa del derivado
obtenido fue semejante a la de la lipasa cruda.

Analizando los resultados obtenidos con la lipasa semipurificada por precipitacion con
diferentes porcentajes de saturacion de sulfato amonico se observa que el factor de
purificacion (definido como la relacion de las actividades de la lipasa cruda con cada uno de
los derivados semipurificados) presenta un valor dos veces superior para la enzima
semipurificada con un 50% de saturacién, siendo semejante al de la enzima cruda el de los
biocatalizadores obtenidos por precipitaciéon con un 60, 70 y 80 % de saturacién con sulfato
aménico.

En cuanto ala enantioselectividad, la lipasa de Rh.miehei tras los diferentes procesos

de semipurificacion mantiene su enantiopreferncia hacia el isomero S(+) de Iburpofeno.
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IV.6.3.b.- Estudio de la actividad de la lipasa de Rh.michei INMOVILIZADA.,

Una vez comprobado que la lipasa semipurificada por precipitacion con un 50% de

saturacion de sulfato aménico era la més activa en la reaccién de sintesis de ésteres se
procedid a su inmovilizacion por enlace covalente sobre un soporte de silice. A continuacion,
se estudié la actividad del derivado obtenido (SIL-SP) en la misma reaccion estindar de
sintesis y se compar¢ con la actividad del denivado mmmovilizado sobre silice de la lipasa
cruda de Rh.miehei (Lipozyme™ 10000L). En la Tabla 68 se recogen los resultados obtenidos,

cuya representacion grafica a lo largo del tiempo se muestra en la Figura 101

rendimiemto (mmol sater/ mgproteina)

0.80 T T T i T T T I T
- P J 1
[ g .
080 |— / — s _
/ - dlse

i . .

. *

—— a8
?g:_+ —
0.0 - ! il : | | | !

o 50 100 160 200 250

tempo (horae)

Figura 101: Evolucién de la reaccidon de sintesis del éster butilico de (R,S)} Ibuprofeno
catalizada por 1a lipasa de Rh.miehei cruda y semipurificada por precipitacion, inmoivlizaads
ambas por enlace covalente con silice.
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Tabla 68: Valores de velocidad inicial (V,), exceso enantiomérico {ee) y factor de
enantioselectividad (FE) obtenidos en la reaccion de sintesis del éster buttlico de Ibuprofeno,
catalizada por la lipasa de Rh.miehei cruda e inmovilizada sobre silice por enlace covalente.

ENZIMA vV, ee FE
(mmoles ester/mgprot h) (%X 72h)

CRUDA 3,6 10°(%) 6813 0,32

SP 11,9 107 15,5+0,8 0,89

SIL-C 0,95 10°(*) 3,540,1 0,70

SIL-SP 1,7 107 1,1£0,05 0,36

(*) se aplico el factor de correccion (f =§,510.9) para expresar [a cantidad de proteina segin el método de Bradford.

Los dos derivados obtenidos tras la inmovilizacion por enlace covalente con silice de
la lipasa de Rh.miehei cruda y semipurificada fueron menos activos que las correspondientes
enzimas no inmovilizadas. Por lo que se llegé a la conclusion de que los derivados de la
lipasa de Rh.miehei inmowvilizados por enalce covalente no son adecuados como
biocatalizadores de la reaccion de sintesis del éster butilico de Ibuprofeno.

A la vista de todos estos resultados se puede concluir que para las reacciones de
sintesis de ésteres de los acidos (R,S) 2-aril-propiodnicos, los derivados de la lipasa de
Rh.miehei mas adecuados son: la misma lipasa cruda, el dertvado inmovilizade comercial
(Lipozyme®™ IM20) y la lipasa semipurificada por precipitacién con un 50% de saturacion de
sulfato amonico. Este ultimo derivado resulté ser, una vez mas, el denvado de mayor

actividad, como ya se observé en las diversas reacctones estudiadas.
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Conclusiones

Las conclusiones obtenidas tras el desarrollo de la presente Tesis Doctoral son las

siguientes:

1).~ Se han puesto a punto diversas metodologias de caracterizacién de la lipasa de
Rh.miehei, basadas en la determinacion de su concentracion de proteinas, su actividad
esterasica y su actividad lipasica, que permiten la caracterizacion de dicha enzima de forma

sencilla, eficaz y rapida.

2).~ Tras la semipurificacion de Ila lipasa de Rh.miehei por dialisis y sucesivas
centrifugaciones a 5000 r.p.m., se logra un cierto grado de punficacion de esta enzima. Sin
embargo, aunque su actividad esterdsica especifica se mantiene inalterada, su actividad

lipasica especifica disminuye notablemente.

3).- Mediante la precipitacién de la lipasa cruda de Rh.miehei con un 50% de saturacion de
sulfato amonico se obtiene una enzima mas pura que por los otros métodos ensayados. Esta
enzima semipurificada presenta presenta un actividad enzimatica (lipasica y esterasica)
superior a la de la lipasa cruda. La senciliez del método de purificacion, su bajo coste y la
elevada actividad enzimatica observada hacen este método muy aconsejable desde el punto

de vista tecnoldgico.

4).~ Se ha inmovilizado la lipasa de Rh.miehei por unidén covalente sobre silice (SIL-C),
obteniendo un denivado de elevada actividad lipasica y esterasica. Asimismo, se ha
incrementado notablemente la estabilidad térmica de esta enzima, lo que hace que este

dertvado sea muy interesante para posibles aplicaciones mndustriales.
S).~ El nuevo derivado inmovilizado de la lipasa de Rh.miehei es mas activo y estable en

medio acuoso que el derivado comercial (Lipozyme® IM20} obtenido por adsorcion ibnica

sobre una resina de intercambio anidnico.
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6).- Tras la inmovilizacién, también por unién covalente con silice, de la lipasa de Rh.miehei
semipurificada por precipitaciéon con sulfato amonico, se obtuvo un derivado (SIL-SP) mas
termoestable que e{ derivado de la lipasa cruda (SIL-C). Asi pues la combinacion de la
semipurificaciéon por tratamiento con un 50 % de saturacién de sulfato aménico y la
inmovilizaciéon covalente sobre silice constituyen una excelente metodologia que conduce a

la obtencidn de derivados activos y estables de la lipasa de Rh.miehei.

7).- Al contrario de lo indicado por diversos autores, la lipasa de Rh.miehei del laboratorio
Novo-Nordisk presenta una marcada enanttoselectividad por el isémero R{-) de los acidos
(R,S) 2-arilpropionicos, excepto en el caso del Ketoprofeno. Con el fin de obtener el isomero
S(+) activo se planted la estrategia de hidrélisis enantioselectiva de los correspondientes
¢ésteres butilicos pero debido a numerosos inconvenientes téemicos, que dificultaban la
formacién corecta de una interfase, elemento fundamental para el desarrollo de la actividad

de las lipasas en medio acuoso, se varid de estrategia.

8).- La estrategia alternativa para la obtencién enantioselectiva del isomero S{(+) de los acidos
(R,S) 2-arilpropionicos se basé en la sintesis de los correspondientes ésteres. Debido a la
enantiopreferencia de la lipasa de Rh.miehei por el isomero S{+), se obtuvo en todos los
casos, excepto con el Ketoprofeno, el éster S y el acido R; pero esta mezcla se puede separar

facilmente por extraccion.

9).- Se hizo un estudio de la influencia de las variables experimental en la actividad en medio
organico de la lipasa de Rh.miehei cruda e inmovilizada por adsorcidn, del cual se dedujo que
para la lipasa cruda la cantidad de enzima y el tiempo de reaccion son las variables mas
influyentes, mientras que para la lipasa mmovilizada (Lipozyme® IM20) son la cantidad de
agua afiadida al medio y la cantidad de biocatalizador. A continuacién se realizé un estudio
detallado de la influencia de la cantidad de biocatalizador, del tiempo de reaccion, de la
temperatura y de la cantidad de agua del medio en la actividad de la lipasa de Rh.miehei tanto

cruda como inmovilizada (IM20).
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10).- Por primera vez se realizd una isoterma de la lipasa cruda de Rh.miehei, ya que debido
a su elevado contenido en azicares el proceso de liofilizacion y desecacién es muy
complicédo.

Tras la rehidratacion de la lipasa cruda de RhA.miehei, esta enzima no recuperd su
actividad debido a las graves alteraciones sufridas durante el proceso de desecacion. Por el
contario, la actividad de la hipasa inmovilizada (IM20) aumentd considerablemente tras su
rehidratacion. Asimismo se comprobé que el derivado inmovilizado alcanzé su maxima
actividad a valores de actividad de agua (a,) de 0,3, punto de corte de sus correspondienets

1sotermas de adorcion realizadas en aire y en ciclohexano.

11).-. Del estudio de la influencia de la relacion molar de sustratos (acido y alcohol) en la
actividad de la lipasa de Rh.miehei se dedujo que el exceso de alcohol provoca la inhibicion
de la lipasa cruda e inmovilizada de forma similar. Sin embargo, la influencia del exceso de
acido es diferente para cada enzima, va que inhibe la actividad de la lipasa inmovilizada y
por el contrario, provoca un importante aumento tanto de la actividad como de la

enantioselectivida de la lipasa cruda de Rh.miehei.

12).- Del estudio de la influencia de diferentes disolventes organicos en la actividad de la

lipasa de Rh.miehei se dedujo que el disolvente mas apropiado es el ciclohexano (log P = 3,2)

13).- Los mejores resultados de la reaccion de esterificacién catalizada por la lipasa de
Rh.miehei, cruda e inmovilizada, se obtuvieron con alcoholes primarios de cadena hneal y
con mas de cuatro atomos de carbono, mientras que con los alcoholes secundarios la lipasa

inmovilizada es inactiva y l1a lipasa cruda presenta una actividad muy pobre.

14).- Tanto ia enzima cruda de Rh.miehei como la inmovilizada por adsorcién mostraron
preferencia por el 1sémero S(+) de los acido (R,S) 2-anlpropidnicos estudiados, excepto en
el caso del (R,S) Ketoprofeno, donde el isémero prefernido resultd ser el R(-).

Con el fin de poder explicar estos resultados se llevaron a cabo diversos estudios de

Dinamica y Mecéanica Molecular que indican la posibilidad de que el factor clave para el
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reconocimiento de los sustratos sea la correcta disposicion del resto aromatico de la molécula
dentro de un "tunel" en la estructura de la lipasa de Rh.miehei.

Para los isomeros S{+) de los acidos analizados la ubicacién del resto aromatico y de
las zonas de reconocimiento del metilo e hidrégeno del centro estereogénico son los
adecuados. No obstante, los i1sémeros R(-) también son reconocidos por la lipasa de
Rh.miehei, aunque peor, por lo que esta enzima no puede cahficarse como enantioespecifica.

Para el caso especial del (R,S) Ketoprofeno, el isomero R(-) es el preferido puesto que,
aunque las zonas de reconocimiento de metilo e hidrégeno estan alterados, la enorme
dificultad de giro del resto benzoilo de la molécula hace que la disposicion que entra de forma
correcta en el "tunel" aromatico sea precisamente la del enantiomero R(-), ya que la

conformacion del isomero S(+) es mas voluminosa y no puede entrar.
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