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Prólogo

La presenteTesis Doctoralse ha dividido en seiscapítulos:

En el Capítulo 1 se realiza una exposiciónde los objetivos y del plan de trabajo

propuestopara la realizaciónde estaMemoria. Los tres capítulossiguientessehan dividido

a su vez en trespanesbiendiferenciadas:unaintroducciónteóricadel tema,unasecciónen

la que sedetallanlas metodologíasexperimentalesseguidasy una parte final en la que se

exponeny discutenlos resultadosobtenidosduranteel desarrollodel trabajo.

El CapítuloII seinicia conunaexposicióndealgunosaspectosbásicosde las enzimas,

para profundizar posteriormenteen el mundo de las lipasas y sus aplicaciones. A

continuación,noshemoscentradoen la inmovilización de las lipasas,parte fundamentalde

estecapítulo.Se detallala obtenciónde derivadosinmovilizadosde lipasade Candidarugosa

activos, establesy reproducibles;y la descripción,por primeravez, de la inmovilización

covalentede la lipasaB de Candida antarctica. Partede los resultadosde estecapítulohan

sidoexpuestosen diferentescongresosnacionalese internacionalesy han sidopublicadosen

las revistascientíficasque sedetallana continuación:

Publicaciones:

Arroyo, M.; Moreno,J.M. y Sinisterra,J.V. “Immobilisation ¡ Stabilisationof lipase
from Candidarugosa on differenthydroxilic supports”en J. Mol. Catal. 1993, 83,
261-71.

Moreno, J.M.; Arroyo, M. y Sinisterra,J.V. “Stabilisationof lipasefrom Candida
rugosa by covalent immobilisation”. en Studiesin Organic Chemistry47 “Stability
ant! stabilisationof enzymes”,V.J.J.Van derTweel,A. Harderand R.M. Buitelaar
Eds. 1993. Elsevier,Amsterdam,Pp. 391-398.

Congresos:

“Estudio de la inmovilización de la lipasade Candidarugosa”. Autores: M. Arroyo,
LNLMQr~nQ y J.V. Sinisterra.Comunicaciónoral presentadaen el XIII Simposio
Iberoamericanode Catálisis celebradoen Segovia(julio 1992).

“Stabilisationof lipase from Candida rugosaby covalentimmobilisation’. Autores:
J.M. Moreno, M. Arroyo y J.V. Sinisterra. Posterpresentadoen el International

3



Prólogo

Symposiumon Satability ant! Stabilization of Enzymescelebradoen Maastrich
(Holanda,Noviembre 1992).

“Estudio de biocatalizadoresinmovilizadosde lipasade Candidarugosa”. Autores:
M. Arroyo, J.M. Moreno y J.V. Sinisterra. Comunicaciónoral presentadaen la
ReuniónAnual del Grupo Especializadode Católisis celebradaen Córdoba(Julio
1993).

En el Capítulo III se realiza un estudioteóricodel empleode las lipasasen medios

orgánicosy susaplicacionesen síntesis.Se describentodos los factoresque influyen en la

actividadenzimáticade laslipasasnativase inmovilizadascuandoseutilizan en la síntesisde

ésteresde sustratosno naturales(comolos ácidos2-antpropiónicos)en el senode un medio

orgánico. Estos factores son: las condiciones experimentales, el disolvente y

fundamentalmentela presenciade aguaen estos mediosligeramentehidratados.

El Capftulo IV trata sobre la enantioselectividadde las lipasas,propiedadde gran

utilidad en la resoluciónde mezclasracémicasde ácidosy alcoholes.Sedetallanlos intentos

pararesolverlas mezclasracémicasde los ácidos2-aril propiónicosmedianteel empleo,en

mediosorgánicos,de las lipasasinmovilizadasque sedetallanel capítulo1 de la Tesis. En

el desarrollodel capítulosediscutesobre la diferenteestereoselectividadde la lipasade C.

rugosay de la lipasaB de C. antarctica, y sobreel interésque presentaestaúltima en la

obtenciónde los ácidosS<-l-) puros, los cualespresentanactividadantiinflamatoria.Sehace

un estudioexhaustivode las variablesque puedenmodularla estereoselectividadde la lipasa

B de C. antarctica. Los resultadosde loscapítulosIII y IV estánparcialmenterecogidosen

las sguientespublicacionesy congresos:

Publicaciones:

Sinisterra, J.V.; Llama, EF.; del Campo,C.; Cabezas,M.J.; Moreno, J.M. y
Arroyo, M. “Stereoselectivity of Chemically Modified a-Chymotrypsin and
lmmobilizedLipases”en J. Chem.Soc., Perkin Trans 2 1994, 1333-1336.

Arroyo, Lv!. y Sinisterra,J.V. “High EnantioselectiveEsterificationof 2-Arylpropionic
Acids Catalyzedby Immobilized Lipase from Candidaantera/ca: A Mechanistic
Approach” en J. Org. Chem. 1994, 59, 4410-4417.
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Arroyo, M.; Moreno, J.M. y Sinisterra, J.V. “Alteration of the activity and
selectivityof immobilized lipasesby the effect of theamountof water in theorganic
medium” en J. Mol. Catal. A: Chem. 1995, 97, 195-201.

Arroyo, M. y Sinisterra, J.V. “Influence of chiral carvoneson selectivityof pure
lipase-B from Candidaantarctica.” en Biotechnol.Lea. 1995, 17, 525-530.

Congresos:

“Esterificación enantioselectivade antiinflamatoriosno esteroidicoscatalizadapor
lipasasmicrobianasen medioorgánico”.Autores:M.T. López-Belmonte,M. Arroyo,
A. Alcántaray J.V. Sinisterra.Posterpresentadoen la ReuniónAnual del Grupo
Especializadode Catálisis celebradaen Córdoba(Julio 1993).

“Alteration of the stereoselectívityof immobilized or chemicalmodified enzymes”.
Autores: J.V.Sinisterra,E.F. Llama, C. del Campo,M.J. Cabezas,A. Gradillas,M.
García,J.M. Moreno, M. Arroyo y M.T. López-Belmonte.Posterpresentadoen el
EuropeanSymposiumon Biocatatysiscelebradoen Graz (Austria, Septiembre1993).

“Obtención de ácidos S(+) 2-arilpropiónicos con actividad antiinflamatoria no
esteroidicamedianteel empleode lipasasinmovilizadas’.Autores: M. Arroyo, J.M.
Moreno y J.V. Sinisterra. Comunicaciónoral presentadaen el II CongresoIbérico
de Biotecnologíacelebradoen Vilarnoura(Portugal,Octubre1994).

“Resolution of Chiral Drugs using lipase from Candida antarcilca”. Autores: M.
Arroyo, J.L. Bermúdez,M.S. Castro,J.C. Checa,A. Gradillas,C. Ramírezy J.V.
Sinisterra. Posterpresentadoen el CursoAS!NATO »Engineeringof/with L4poses”
celebradoen Oporto (Portugal,Mayo 1995).

“Immobilization of Pure Microbial Lipases Increase Thermostability and
Enantioselectivity”.Autores:J.M. Moreno,M.J. Hernáiz, M. Arroyo, M.T. López-
Belmonte,1. Borregueroy J.V. Sinisterra.Posterpresentadoen el CursoASÍNATO
“Engineering of/with Lipases” celebradoen Oporto(Portugal,Mayo 1995).

En el CapítuloV seexponenlasconclusionesfinalesdel trabajorealizadoy presentado

en esta Memoria; y finalmenteel CapLnAin.Jy/i recoge las citasbibliográficasque se han

consultadoen la preparaciónde la introducciónde los temas y en la discusión de los

resultados.
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Capítulo 1: Objetiva~y Plande trabajo

La presenteTesisDoctoral se encuadradentro de la línea de trabajodel Proyectode

Investigación: “Resolución de racematos de ácidos 2-aril propiónicos con actividad

antiinflamatoria usando lipasas inmovilizadascomo biocatalizadores” (Código PB 90-

0010C02-0l).

Muchosfármacossintéticosse empleancomo mezclasracémicas,aunqueel efecto

terapeúticosólo resida en uno de los enantiómeros.Un ejemplo lo encontramosen los

antiinflamatoriosno esteroidicosde la familia de los ácidos2-aril propiónicos,dondesóloel

isómeroS(±)esactivo. En la actualidadexistenen el mercado28 marcasde estetipo de

antiinflamatorios,entre los cualesdestacael naproxeno(13 registros)y el ketoprofeno(9

registros).La IndustriaFarmaceúticase ha planteadosustituir la síntesisasimétricade los

isómeros5<4-), que es cara y poco eficaz, por la resoluciónenzimáticade las mezclas

racémicasmedianteel empleo de lipasas. Pero estaslipasas se deben inmovilizar para

disponerde biocatalizadoresestablesy activos durantemucho tiempo, y que se puedan

reutilizar, de tal forma queel procesobiotecnológicosearentable.Asimismo los materiales

que soportanlas lipasas debenposeerbuenaspropiedadesmecánicaspara que se puedan

utilizar en reactoresde tanque agitado o de otro diseño. Con estosantecedentes,nos

propusimoscomoobjetivosde la Tesis:

1. La obtenciónde derivadosinmovilizadosde lipasacomercialde C. rugosa y de lipasa
B de C. antarctica activos y estables,por unión covalentea soportescon buenas
propiedadesmecánicas.

2. Análisis de los factoresque influyen en la esterificacióncatalizadapor las lipasas
inmovilizadasen el senode un disolventeorgánico.

3. Puestaa punto de un métodode obtención del isómeroS(-f-) de los ácidos 2-ami
propiónicosconactividadantiinflamatoria,mediantela esterificaciónenantioselectiva
de estosácidoscatalizadapor la lipasaB de C. antarctica, quepudieraserescalado
&nivel industrial.

9



Capitulo 1: Objeñvos y Plan de Trabajo

El plan de trabajoseguidose puederesumiren las siguientespartes:

1. Inmovilización de las lipasassobre soportesorgánicos(agarosatosilada,zuro de maíz

tosilado, sefarosastresiladay epoxidada)y soportesinorgánicos(sílice y alúminaactivadas

contriclorotriazina).

2. Análisisde lasvariablesestructuralesy experimentalesque influyen en la esterificaciónde

los ácidoscatalizadapor las lipasasinmovilizadasen un medioorgánico. Entre las primeras

destacarían:el tipo de disolvente,tipo de alcohol y la estructuradel ácido. Empleode la

metodologíadel diseñoexperimentalpara el análisisde las variablestécnicasdel proceso:

temperatura,agitación,relaciónmolarácido/alcohol,cantidadde biocatalizadory aguaenel

medio. Estudiomásprofundode cadavariablepor separado.

3. Resolución de las mezclas racémicas de los ácidos 2-aril propiónicos mediante

esterificaciónenantioselectivacatalizadapor las lipasas inmovilizadas. Influencia de las

variablesestructuralesy técnicasen el curso estereoquimicode la reacción.

10
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Introducción

11.1. INTRODUCCIÓN

11.1.1.ENZIMAS

Los métodosenzirnáticossonunaalternativaen la síntesisde compuestoslábiles tanto

en QuímicaOrgánicacomoen QuímicaFarmaceútica’.Comoejemplospodemoscitar:

1) Preparaciónde sintonesquirales : desdeun puntode vistapráctico, los métodos

enzimáticosque conducena la preparaciónde sustanciasquiralesson másenantioselectivos

queaquellosbasadosen el empleode catalizadoreshomogéneosconloscomplejosde metales

de transición.

2) QuímicaFina: muchassutanciasque se empleanen laboratoriosde Bioquímica,

Farmacología,etc. se obtienena granescalamediantemétodosenzimáticosde síntesis.Así

las enzimashan resultado ser útiles en la producción,en grandescantidades,de ácido

aspártico2,ácido málico y 5’-fosfato de guanosina(GMP, empleadocomoedulcorante)y

ácido 6-aminopenicilánico (6-APA)3.

3) Obtencióndeproductosfarmacéuticos:laQuímicaFarmacéuticase habeneficiado

de los últimos avancesde la Biotecnología4,en especialen el campo de la síntesisde

polipéptidos.Un ejemploes el empleode peptidasasparaunir cadenasde oligosacáridosa

proteínaso paramodificaroligosacáridosde glicoproteinas.Asimismo, la semisíntesisde la

insulina humanaa partir de la insulina porcinaes un procesooriginal de los laboratorios

Novo Nordiskquedebeencuadrarsedentrode estosmétodos5(Esquema1).

Esquema1. Obtenciónde insulinahumanasegúnpatentede Novo Nordisk.

SS 8—8
21G ASfr0H GIy Ami—OH

SS Trlps¡na SS
¡ ¡

22SS Thr—OMe PhfrLi—~—A,4~.—LYS.Sfl1r~OM.Ph Arg~’—Lys---AJa--CH

Insulina porcina Insulina huniana-OMe
<92%)
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Capítulo II: Inmovilizaciónde lipasas

4) Biotecnología:muchoscompuestosempleadoscomoreactivosen Análisis Clínicos,

sensoresbiológicoso aditivos alimentarios(colorantesy edulcorantes)se sintetizanatravés

de rutasen las que aparece,como uno de los pasosintermedios,una modificacióno una

síntesiscatalizadapor enzimas.

II. 1. 1.1. Estructura,clasificacióny nomenclaturade las enzimas.

Las enzimasson proteínasdesarrolladaspor las células de organismosvivos con la

funciónespecíficadecatalizarreaccionesquímicasin vivo6. Tambiénson capacesdecatalizar

in vitro reaccionesen las que intervienentanto sustratosnaturalescomo no naturales’.

Comotodaslas proteínas,las enzimasposeenuna estructuraprimaria, secundariay

terciaria. La estructuraí a estáconstituidapor la secuenciade aminoácidosunidosporenlace

peptídico,mientrasque la
2a y la Y otorgana la enzimasu formatridimensional(Figura 1)

segúnse ha podido deducirpor cristalografíade RayosX.

La conformaciónqueadoptala cadenapolipeptídicadebidoalos enlacesde hidrógeno

o estructura2a, puedeser de tipo a-helicoidal o de lámina II. La estructuraY se refierea

la forma globular de la proteína,la cual se mantienegraciasa enlacestipo disulfuro entre

grupostiol adyacentesy a enlacesiónicosentregruposcarboxílicoslibres y gruposamino.

Los enlacesde hidrógenoy las interaccioneshidrofóbicassonfundamentalesen la estructura

tridimensional total de la enzima. La estructura4a sólo apareceen aquellas enzimas

constituidaspor varias subunidades,las cualesestablecenentre sí asociacionesde tipo no

covalente.

Debidoa su estructuraproteica,las enzimasson muy sensiblesa los cambiosque se

producenen su entorno. La presenciade disolventesorgánicos,una concentraciónalta de

sales,un pH o unatemperaturaextremas,puedenprovocarla desnaturalizaciónde la enzima,

esdecir, la pérdidade susestructuras2a, 3a y 4a• Conpequeñasvariacionesdel pH o de la

temperaturano se llega a la desnaturalización,pero la enzimapierde actividad al haber

cambiosen suconformación.En general,la mayoríade lasenzimasdesarrollansu actividad

óptima apH=7 y a unatemperaturade 37
0C.

14
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A’ H O A’ ¡-1 0
II II

Cid ti O CH N O
<a> A N A N <a>. >. A N ~‘

14 0 Cid N O CH 14
U 1 lo

1 0 A’ Id O A’ H

b3: lámina fi paralela

Figura 1. Estructura de las enzimas: (a) estructura primaria; (b) estructura secundaria y
(e) estructuraterciada.

a

HM.

¡4

14

COOH

R

4

5.4 A

b 1: lámina fi antiparalela

14

R

b2: a-hélice

e
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Capítulo II: Inmovilización de lipasas

Lasenzimasse han clasificadosistemáticamenteen 6 clasesprincipales,cadauna de

lascualesse divide a suvez en subclases,segúnel tipo de reacciónquecatalizan(Tabla1).

Cadaenzimase designapor un nombrerecomendado,generalmentecorto y apropiadopara

su uso habitual, por un nombresistemáticoque identifica la reacciónque catalizay por un

númerode clasificaciónque identifica a la enzimade forma inequívoca.Parailustrarconun

ejemplo, las lipasasempleadasen la presenteTesisvienenclasificadasconel númeroE.C.

3.1.1.3,dondeE.C. son las inicialesen inglésde Comisiónde Enzimas,la primeracifra «3»

representael nombrede la clase(bidrolasa), la segundacifra «1» representaa la subclase

(esterasa,por hidrolizar un enlaceéster), la terceracifra «1» a la sub-subclase(esterasaque

reconoceésteresdel glicerol) y la cuartacifra «3» designaa la glicerol-ester-hidrolasade

ácidosde cadenalarga.

Tabla 1. Clasificacióninternacionalde las enzimas.

1.- OXIDO REDUCTASAS: 1.1 - Actúansobrealcoholes>-OH
(Reaccionesde oxido-reducción) 1.2 - Actúansobrecetonas> C= O

1.3 - Actuancobrealquenos> =CH-
1.4 - Actúansobregruposamino-NH2
1.5 - Actúan sobregruposimino =NH

2.- TRANSFERASAS. 2.1 - Gruposde un átomodeC
(Transferenciade gruposffincionaies) 2.2 - Gruposaldehidicoso cetónicos

2.4 - Gruposglucosilo
2.7 - Gruposfosfato
2.8 - Grupos que contienen azufre

3.- HIDROLASAS: 3.1 - Esteres
(Reaccionesdehidrólisis) 3.2 - Enlacesglucosídicos

3.4 - Enlacespeptídicos
3.5 - OtrosenlacesC-N
3.6 - Anhídridos de ácido

4.. LIASAS: 4.1 -

(Adicióna doblesenlaces) 4.2 - >C=O
4.3 -

5.- ISOMERASAS 5.1 - Racemasas
(Reaccionesde isomerización)

6.- LIGASAS: 6.1 - EntreátomosdeCy O
(Formaciónde enlacesconescisióndeATP> 6.2 - Entreátomosde C y 5

6.3 - Entre átomos de C y N
6.4 - Entre átomosde C y C
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11.1.1.2.Catálisis enzimática y su aplicación a procesosbiocatalizados.

Las enzimas,comocatalizadores,tienenlas siguientescaracterísticasprincipales:

1) Comotodo catalizador,aceleranel cursode las reaccionesal disminuir la energíade

activación necesariapara que se lleven a cabo. Las enzimasnormalmentecatalizan las

reaccionescon mayor eficaciaque los catalizadoresinorgánicos.Comoejemplotenemosla

descomposicióndel aguaoxigenadaen aguay oxígeno.La energíade activaciónnecesaria

paraque sucedala reacciónen ausenciade catalizadores de 75 KJ/mol. En cambio, esta

energíaes de 50 kJ/mol en presenciade platino, y disminuye a 8 Id si está presentela

peroxidasa(antiguamentedenominadacatalasa).Esteefectotan drástico se debea que las

enzimasforman un complejointermedioenzima-sustrato,queposteriormentese transforma

en la enzimainicial y el producto(Figura2).

Figura 2. Efectode la catálisisenzimáticasobrela energíade activación. AEA es la energíade
activaciónparaunareaccióncatalizadapor unaenzimamientrasqueAE’Á esaquellapatauna

reacciónno enzimática.AG0 es la energíalibre de la reacción.

2) lasenzimassonselectivas:la formacióndel complejoenzima-sustratosucedeen

unapequeñaregión de la enzimadenominadacentroactivo, el cual sueleestarlocalizadoen

un huecoo cavidad.La especificidadenzimáticaresideinherentementeenestecentroactivo,

que poseelas dimensionescorrectas, la topologíaadecuaday el alineamientoóptimo de
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grupos contraiónicos y regiones hidrofóbicas para acomodara un sustrato especifico.

Solamenteunos pocos aminoácidos(5-10) dentro del centro activo están directamente

implicadosen la catálisisenzimáticay constituyenel centrode fijación. Estosaminoácidos

no estánlocalizadosconsecutivamenteen la cadenapolipeptidica, sino que se encuentran

juntostrasel plegamientocaracterísticode laenzima.De todasformas,aquellosaminoácidos

queno intervienendirectamenteenla catálisistambiénsonimportantes,ya quesonesenciales

en el mantenimientode la conformaciónactivade la enzima.

Sehanpropuestovariosmodelosparaexplicarla selectividadde las enzimassobreun

determinadosustrato.El modelode “la llave y la cerradura”8,que daunaversiónrígida de

las enzimas,ha sido ampliamentesuperadopor el modelo del “acoplamientoo encaje

inducido”9. En este modelo, el sustratoinduce la orientaciónde los residuosen el centro

activo para que se una al centro de fijación y sucedala catálisis. La selectividadde las

enzimases la base de muchasaplicacionesen SíntesisOrgánica,como por ejemplo, la

posibilidad de llevar a cabo transformacionesmuy selectivascon estructurasquirales y

polifuncionales.

3) Lasenzimaspuedenser objetode regulación,esdecir, su actividadcatalítica

puedeestarinfluenciadapor la concentraciónde sustratos,productosy otrasespeciesquímicas

presentesen solución. El temade la regulaciónde las enzimas,de enormeimportanciaen los

sistemasmetabólicosdondenormalmenteactúan,es un inconvenientecuandose emplean

comocatalizadores.Así cuandola concentracióndel productode la reacciónbiocatalizada

aumentahastacierto valor, puedeexistir unainhibición de la enzima~ Hay variasformas

de evitar esteproblema: la eliminacióndel productodel mediode reaccióna medidaque se

va formando(a vecesun verdaderoinconveniente)o el aumentode la cantidadde enzima

(que suponeun aumentoen el coste).

4) Ciertasenzimaspuedenrequerirla presenciadecofactoresparaqueseanactivas.

El aportede estoscofactoresy su regeneraciónsignifica un encarecimientodel proceso

biocatalizado.

5> La mayoríade las enzimasson solublesen aguay presentanmayor actividad “in

vivo a pH=7-8 y a temperaturaambiente.

6) Se puedenutilizar varias enzimasen combinaciónpararealizartransformaciones

que sucedanen variospasossucesivos.
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7) Las enzimasse degradanen condiciones relativamentesuaves. Los químicos,

acostumbradosaconservarsuscatalizadoresmetálicosdurantemuchotiemposin unapérdida

considerablede actividad, se enfrentancon unosbiocatalizadoresque requierenun manejo

muchomáscuidadoso.Las enzimassepuedendesnaturalizarmediantediversosmecanismos

como: la acciónde proteasaspresentescomocontaminantesen los preparadosenzimáticos;

la temperaturao los cambiosdel medio quepuedenalterar la conformaciónde la proteína;

la contaminaciónmicrobiana;la autooxidación;etc. Portanto la manipulaciónde lasenzimas,

tantodurantesu utilizacióncomodurantesu conservación,exigeun manejomásdelicadoque

conotro tipo de catalizadores.

La inestabilidad, el precio elevado y la especificidadrespectoa sustratoson los

principalesinconvenientesquepresentanlos procesoscatalizadospor enzimas.Sinembargo,

muchosde estosproblemasse han superadopor las siguientesrazones:

1) Un gran número de reacciones enzimáticas transforman sustratos

estereoselectivamentey originan intermedioso productosde muchointerésen síntesis.

2) Con el objetivo de utilizar los biocatalizadoresen procesosindustrialesa gran

escala,se handesarrolladotécnicasquemejoranla estabilidadde las enzimasy que facilitan

su recuperacióny reutilización’1.

3) Los avancesde la BiologíaMoleculary los nuevosmétodosdel DNA recombinante

han permitido la manipulacióndel material genético,el aislamientode genesy su expresión

con el fin de obtenerdeterminadasproteínasen grandescantidades12.Comoconsecuencia,

el precio de las enzimasha bajadoespectacularmente.Estastécnicastambiénpermiten la

alteraciónestudiadade las propiedadesde las enzimas.

4) La limitaciónque suponela insolubilidadde ciertossustratosenagua,sobrelos que

las enzimasno son realmenteactivas, se ha visto en partesuperadapor la posibilidad de

realizar reaccionesen fasesheterogéneasen las que una pequeñapartedel sustratoestá

presenteenunadisolucióndondesesuspendela enzima’3.A veceslasenzimaspuedentolerar

pequeñasconcentracionesde un cosolventeorgánicocomo el etilenglicol, el glicerol, el

dimetil sulfóxido (DMSO) o la dimetilformamida(DMF)’4.

19



Capítulo II: ínrnovilización de lipasas

11.1.1.3.Cinética enzimática.

La actividadenzimáticase expresaen unidadesqueindicanlos micromolesde sustrato

transformadoo de producto formadopor minuto en el curso de la reacción. Una unidad

enzimática(UE) se sueledefinir comola cantidadde enzimaque catalizala transformación

de un micromol de sustratopor minuto en unas determinadascondiciones de pH y

temperatura.La actividadenzimáticaespecíficavieneexpresadacomoel númerode UE/mg

de proteína.

En una reacciónenzimáticasimple en la que un sustrato5 se transformaen un

productoP por acciónde unaenzimaE en un procesoque sigueuna cinéticade Michaelis-

Mententi y sin inhibicionespor productoo por otrasespecies,la velocidadde aparicióndel

productovienedadapor la ecuación[1]:

d[PJ -

Vr— dt k [11
1+

Paraunacantidadfija de enzima,un aumentoen laconcentraciónde sustratodalugar

a un aumentoen la velocidadde reacciónhastaque todos los sitios activosde la enzimase

encuentranocupados.Entoncesun aumentoen la concentraciónde sustratono produceun

aumentoen la velocidadde reacción. Es más,si se aumentamuchoestaconcentración,la

mayoríade lasenzimasse desactivan.La máximaeficaciaen el empleode la enzimaviene

establecidapor su velocidadmáxima, V,..~. La constantede Michaelis, Km, nos indica la

mínimaconcentraciónde sustratoquedebehaberen soluciónparaconseguirunempleoeficaz

de la enzima. Los parámetrosK~ y Vmáx se calculan realizandoensayosde actividad a

diferentesconcentracionesde sustratoy aplicandolos métodosgráficosde Lineweaver-Burk

o Edie-Hofstee.A partir de la ~ sepuedecalcular la contantecatalítica,k, o númerode

recambiode unaenzima,quees el númeromáximo de moléculasde sustratotransformadas

en productopor unidadde tiempoy por moléculade enzimatotalmentesaturadade sustrato,

y que viene dadapor la expresión[2]:

kcat = ______ [2][E] T
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11.1.2. LIPASAS

Las lipasas (glicerol ésterhidrolasasEC 3.1.1.3) son un grupo de enzimasque

catalizanla hidrólisis reversiblede triacilglicéridosde grasasanimalesy de aceitesvegetales

paraoriginar ácidosgrasosy glicerol (Esquema2). Estahidrólisis tienelugaratravésde los

pasosintermediosde formaciónde diacilglicéridosy monoacilglicéridos.

Esquema 2. Funciónbiológica de las lipasas: la hidrólisis detriglic¿ridos.

Las lipasas se encuentranampliamentedistribuidaspor la Naturalezay han sido

aisladasen microorganismos,plantasy animales’6.En concreto,las lipasasmicrobianashan

recibido una atenciónespecialdebidoa susaplicacionesindustriales,médicasy a su gran

accesibilidad.Sepuedenencontraren bacterias,levadurasy hongos,y la mayoríason lipasas

exocelulares,esdecir, atraviesanla membranacelularunavez sintetizadasy pasanal medio

externo. Muchasde estas lipasasmicrobianashan sido purificadas y secuenciadas’7.En

generalson glicoproteinasque contienenentreun 3 y un 15 96 de glúcidosen su estructura,

preferentementemanosa.También es frecuenteque un mismo microorganismoproduzca

varias isoenzimas.Estasisoenzimasactúanenalgunasocasionessobresustratosdiferentesy

en la mayoríade los casospresentandiferenciasen susparámetroscinéticosy condiciones

óptimasde reacción.

La mayoríade las lipasas de origen microbianopresentansu actividad máximaa

intervalos ampliosde pH que van de 5,6 a 8,5 ~ y presentanmáximaestabilidada pH

neutro’9. Por otro lado, las lipasasson activasen intervalosampliosde temperatura,que

varíande -20<’C a450C,si bienel intervaloóptimoesde3O~45~ Por encimade los 400C

K
OOCR

1 ~EOH

OOCR2 + 3140 OH + R1000H + R2000H + R3000H

000R3 LOH
Triglicerido Glicerol Acidos grasos
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muchaslipasasmicrobianaspierdenrápidamentesu actividad,aexcepciónde las producidas

por Aspergillus niger, Rlzizopusjaponicus, Chromobacteriumviscosum y Geotrichum

candidum que son establesa temperaturassuperioresa 500C21.

11.1.2.1.Estructuray mecanismode acciónde las lipasas.

Una concentraciónelevadade glicéridos y otros compuestosorgánicosen agua

conduce a fasesheterogéneascon la consiguienteformaciónde una interfase.Las lipasas

tienenla capacidadde catalizarla hidrólisisdel enlaceésterenestainterfasesituadaentreuna

fase lipoide (que constituyeel propio sustrato)y una fase acuosadonde la enzimaestá

disuelta.Por tanto, las lipasasson capacesde hidrolizar micelasy emulsiones,a diferencia

de las esterasas(carboxil ésterhidrolasas,FC 3.1. 1. 1) queatacana las moléculasde sustrato

completamentesolublesen agua22.

Lasinterpretacionesteóricassobrelaactivaciónen la interfasey laposteriorhidrólisis

de los sustratosse hanbasadoen los datosestructuralesque se handivulgado recientemente

paraalgunaslipasas.En estosestudiosestructuralesseharecurridoa la muta2énesisdirigida

y al análisis por difracción de Rayos X de los cristales obtenidosa partir de lipasas

purificadas.

En el casode la lipasapancreáticahumana,la eliminaciónde la sermaen posición152

suponela inactivaciónde la enzima23.Esteaminoácidoestáincluido en una secuencia01>’-

His-Ser-Leu-GIyM,similar a la encontradaen la lipasahepáticaporcina,que esGly-Tyr-Ser-

Lcu-Glt’. Hasta la fecha se han examinadomás de 21 secuenciasde lipasas, tanto en

eucariontescomo en procariontes, y a pesar de las diferencias existentes, siempre

encontramosla secuenciaconsensoGly-X-Ser--X-GI?6. Por esta razón se pensó en la

existenciade un centrode reconocimientode la interfase,topográficamentediferenteal centro

activo.

Desde1990 se handescritolasestructurastridimensionalesde diez lipasas(Tabla2).

Estasestructuras,a pesarde que poseendiferentessecuenciasde aminoácidosy difierenen

tamaño(22-60KDa), sepliegande unaforma similar y poseencentrosactivosparecidos.El

plegamientode todasestaslipasasse correspondeal modelo de a/fi hidrolasaen el que es

característicoun núcleode láminasfi (en su mayoríadispuestasparalelamente)rodeadaspor
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a-hélices27.Esteplegamientoincluye la triadacatalíticatípicade las lipasas(serma,histidina

y glutámico o aspártico),asícomo un huecodondeencajaun oxianión.

Tabla 2. Estructura cristalina de diversas lipasas determinada por Rayos X.

&A~hivo de la estructura en el Protein Dala Bank, Brookhaven National Laboratory, Upton, Nueva York (EEUU>.

Resumiendo,la accióncatalíticade las lipasassedivide en dos etapas:

1) Activacióninterfacial ensoluciónacuosa,un segmentohelicoidal de la cadenaproteica

denominado“tapadera” cubreel centroactivo de la lipasa. En las lipasaspequeñascomola

de Mucor mieheluna única a-héliceforma la tapaderamientrasque en las lipasasde gran

tamañocomola de C. rugosaestáformadapordosa-hélices.En presenciade unainterfase

o enun medioorgánicola tapaderase abre,lo queseha comprobadorecientementemediante

el análisis del complejo inhibidor-lipasa de Mucor mieheP5. La aperturade la tapadera

provocaun cambio total en la superficiede la entradaal centroactivo, de maneraque se

vuelve máshidrofóbicay se favorecela interacciónde la enzimaconel sustrato(Figura 4).

2) Hidrólisis del enlaceésterdel sustrato: la hidrólisis sucedemedianteun mecanismo

similar al de las serfn-proteasas36con los siguientespasos(Figura 5):

Lipasade... Peso(KOa) Año Archivo en

Pons

Rhizomucor núehei28 29,5 1990 3TGL

Pancreáticahumana23 — 37 1990

Pseudomonas glumaeY 33,1 1993 lTHA

Humico/a lanuginosa30 - 30 1994

Rhizopus delema90 - 29 1994

Penicil/ium camembert90 30,0 1994

Candida antarctica (B91 33,3 1994 lTCA

Geotrichum candidum32 60 1991 ITHG

Candida rugosa (abierta)33 60 1993 ICRL

Candida rugosa (cerrada)34 60 1994 1 TRH

23



Capítulo II: Inmovilización de lipasvs

1. Unlou. del estor si ceott adivo IV. Inlesmedio tSraedrI~ (I~2)

GIwrn R

O A’
fi H

— ó

H¡s4w Suiza

Gkns,
o

01w4i
o-

0®

Mise

H

H~N
HN

9Iy~4
QI~nI

R
O

H

A,

Q H >AJ~Q

I&N
Mil

II. Intormedio tSra.drloo (~1)

Figura 5. Mecanismode acción de las lipasas. La numeración de los
aminoácidos correspondeal centro activo de la lipasa de Candidarugosa.

a Brazo heIíco~ak

Lp 88
b kiPttr Trp8S

82 Ser

Figura 4. Activación interfacial de la lipasa de Mucor miehel.
c y a : enzima nativa; b yd: complejo inhibidor-lipasa.

HN
6’Yin

1
Gka4.

H
20

use H~N
HN

24



Introducción

1. El sustratose sitúaen el centroactivode la lipasade tal maneraqueel carbonocarbonílico

tomacontactocon el grupo -OH de la seria. El protóndel grupo hidroxilo de la sermase

transfiereal N, de la histidina de la triada catalítica y el Q con carga negativaataca

nucleofílicamenteal grupo carbonilo del sustratocon lo que se produceun intermedio

tetraédrico(Td1).

II. La carganegativa,en un principio situadaen el O~ de la serma,sufreunatranslocación

hacia el oxígenodel grupo carbonilo, originandoun oxianión. Esteoxianión encajaen un

huecoque se forma tras la aperturade la tapadera.En la cutinasade Fusariumsolani37 yen

la acetilcolinesterasade Torpedocalifornica38,quecarecende tapaderay enlas queno sucede

la activación interfacial, tambiénse ha observadoestehuecoen el centroactivo.

III. El intermediotetraédricose rompecuandoel protóncedidoa la histidina se transfiere

al oxígenode alcohol.El alcohol se liberay seguidamenteseforma el complejoacil-enzima.

IV. Se produceun segundoataquenucleofilico, estavez de una moléculade aguasobreel

carbonocarbonilicodelcomplejoacil-enzima.Seforma unnuevointermediotetraédrico(T~2)

que, a continuaciónse rompe, liberandoun ácido grasoy regenerandoel -OH de la seria.

La función del ácido glutámico/aspártico,presenteen la triada catalítica, es la

estabilizaciónde lacargapositivageneradasobrela histidinaenlos intermediostetraédricos.

11.1.2.2.Homologíasestructuralesentrelipasas.Especificidadde sustrato.

Dentro de su estructura,todaslas lipasastienenen común un núcleode láminas fi

paralelasrodeadaspor a hélices. Ademásposeenuna triada catalíticacuyo orden en la

secuenciaaminoacídicaessimilar. En laTabla3 sepuedenobservarlashomologíasexistentes

entrevarias lipasasy esterasas.Secreeque todasestasenzimasprocedende un mismo gen

y que posteriormentehansufridouna evolucióndiferentecon el tiempo.

A pesarde estasimilitud estructuraly de la presenciade un mecanismocatalítico

parecido, las lipasaspresentanuna especificidadde sustratobien diferenteentreellas. Este

comportamientose debea las variacionesestructuralesen la regiónpróximaal centroactivo.
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Los triglicéridos suelensermoléculasgrandesque debenencajaren la cavidad del centro

activo para que puedanser hidrolizadoscorrectamente.En el caso de la lipasa B de C.

antarcdca,el centroactivo seencuentraal final de unprofundoy estrechotúnel que sólo es

capazde admitir triglicéridosde pequeñotamaño.En cambio,en la lipasade C. rugosa,el

túnel queestáen las inmediacionesdel centroactivo, escapazde albergaruna cadenade, al

menos,doceátomosde carbono.A continuación,veremosestasdiferenciasde especificidad

entrelas lipasasmicrobianasmáscomúnes.

Tabla3. Homologíasen las secuenciasaminoacídicasde variashidrolasas.

Las lipasasmuestrandiferentestiposde especificidad:

1) especificidadparaun determinadolípido

2) especificidadpara unadeterminadaposiciónen un triglicérido

3) especificidadpara un determinadoácidograsodel triglicérido

1) Lipasasespecificasparadeteminadoslípidos: Es el casode la lipasaproducidaporuna

cepadePenkilliumcycIopium’~quepresentamayoractividadsobremonoglicéridosquesobre

di y triglicéridos. Este tipo de selectividadesdependientede la temperaturaen el casode la

lipasade Pseudomonasfluorescen?>.

Hidrolasa Secuenciaconsensoalrededor de la Histidina AspIGín Bolsillo del
seria. (Gly-X-Ser-LGly) oxianión

Lipasa P. rlumae -GlySS-LlisSó-5er87-G1n88-Gly89- -His2S5-Leu2S6- -Asp263- -Uul 7-Ala 18-

Lipasa M. miehei -Gly 142-Hist4l-5er144-Leul4S-Gly146- -llislSl-Leu258- -Asp2O3- -01y8 l-5er82-

Lipasa H. lanusinosa -GlyI44-His ¡ 45-Serl4á-Lcu147-Gly148- -HislSS-Lcu259- -Asp2Ol- -GlyS2-SerS3-

Lipasa P. cambemberhil -Glyl43-Hisl4.4-Ser¡45-Leut46-Glyl47- -LlisZS9-11
0260- -Aspl99- -GlyS3-Ser84-

Lipasa It. delemar -61y143-Hisl44-5er145-Leul4ó-01y147- -11is257-Leu258- -AspZO4- -GlyS2-Thr83-

CutinasaU. solani -OIyl 18-TyrX 19-SerIZO-01n12.I--GlylZZ- -IIisISS-LeuIS9- -AspI7S- -Gly4l-5er42-

Lip. pama’éatica humana -Gly15O-Hisl5t-8er152-LeulSS-01y154- -HisZ63-I.eu264- —A.p176- -01y76-PheY7-

Lipasa C. antaretica -Thr1O3-Trp 104-SerlOS-GInlOé-GlyíO7- -11is224-A1a225- -Mp 187- -Gly39-Thr4O-

Lipasa C. nwosa (1) -01y207-G1uZOS-5er209-AIaZtO-61y211- —11is449-Ser4SO- ~Glu341- -Gly123-01u124-

Lipasa O. candidum (II) -61y215-01u216-5er217-Ala2lS-61y219- -11is463-61y464- -01u354- -01y131-A1al32-

Acetilcolinesterasade -61y198-61u199-5er200-Ala2OI-61y202- -His440-61y441- ~G1u327- -GIyl lS-Glyt 19-
T. californica

26



Introducción

2) En función de su especificidadposicional,las lipasasse dividen en dos grupos:

a) lipasasno especificas:no presentanunaespecificidaddeterminadaporlasposiciones

1,2 6 3 de los triglicéridos. Danlugara ácidosgrasosy glicerol, sin aparecerdiglicéridosni

monoglicéridoscomoproductosintermedios.A estegrupopertenecenlas lipasasproducidas

por C. rugosa4t, C. antarctica42,Chromobacteriumviscosum~,Pseudomonasfluorescens”

y Geotrichumcandidum45.

b) lipasasespecíficasque puedenpresentardos tipos de especificidadposicional:

1. lipasas1,3-específicas:liberanlos ácidosgrasosunidosalasposiciones1 y 3 del glicerol.

Estetipo de especificidadse ha observadoen las lipasasde Rhizopusarrhiz&5, Aspergillus

niget5’t Rhizopusdelemat7y Mucor miehei46a.

II. lipasas2-especificas:estetipo de especificidadesextremadamenteraroy sóloencontramos

como ejemplola lipasade Geotrichumcandidum,capazde hidrolizar los ésteresdel ácido

oleico y linoleico en la posición2 del glicerol47.

3) Otros factoresque influyen en la especificidadde las lipasasson la longitud decadena

y el gradode insaturaciónde los ácidosgrasosdel triglicérido.

a) lgggi1u4sI~saíkna: la lipasade Mucor mieheipresentaunaactividadsimilar en la

liberaciónde ácidoscon4 y 6 átomosde carbonoapH igual a5,3 ó 8, encambio,los ácidos

grasosde cadenamás larga se liberan más lentamentea pH ácido48. En las lipasasde

Chromobacterium viscosum43 y Geotrichum candidum49, la especificidad se centra

preferentementeen los ácidos con 8 ó 10 átomosde carbono. La lipasasde Penicilliwn

cyclopium50y Candidaantarctica42sonmasactivasfrenteatriglicéridosconácidosde cadena

corta que con los de cadenalarga; las lipasasde Aspergitiusniger y Rhizopusdetentar

muestranmás actividad hacia triglicéridos con ácidos de longitud de cadenade tamaño
50

medio
b) parauna misma longitud de cadenade un determinadoácido graso, las lipasas

muestranmayor preferenciaa medida que aumentael número de doblesenlacesen el

esqueletohidrocarbonado,hastacierto número49.
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11.1.2.3.Aplicaciones de las lipasasmicrobianas.

La oferta comercial de lipasasmicrobianaspor parte de laboratoriosjaponeses,

europeosy americanos(Tabla 4), seha incrementadoespectacularmente,debidoa su gran

númerode aplicacionesy a su bajo precio.

Tabla 4. Lipasas Microbianas Comercialesmás utilizadas.

Las aplicacionesmásimportantesde las lipasasde origen microbianoson:

1. Hidrólisis de aceitesy grasas(Industriasde Detergentes,Textil y de Alimentación):

a) parala obtenciónde ácidosgrasosy glicerol a escalaindustrial,comoMiyoshi Oil

& Fat Co., laboratorioqueempleala lipasade C. rugosaen la producciónde jabones5t.El

procesoenzimaticoesmásbaratoqueel convencionaly seobtienenproductosconmejor olor

y color;

b) últimamentehanaparecidoen el mercadodetergentesparaprendasde vestir que

contienen lipasas microbianasen su formulación52 (un ejemplo es LipolaseTM de los

laboratoriosNovo Nordisk). Estosdetergentescon “acción enzimática”permiten disminuir

la temperaturade lavado, así como reducir la cantidad de surfactante y evitar la

contaminaciónmedioambiental.

c) la aparicióndel aromaenmuchosproductoslácteosse debe,en gran medida,a la

Lipasade... Nombre Comercial Laboratorio Suministrador

Aspergillusniger Amano A Ainano

Candidarugosa Lipase OF, Amano Lipase AY Sigma, Amano, Fluka

Candidaantarctica <fi) SP525,SP43SA,Novozym 435 Novo Nordisk, Fluka

Geotrichumcandidurn Ainano Lipase OC Sigma, Aniano

Humicola lanuginosa Amano LíO, Lipolase Amano, Novo Nordisk

Mucor miehei Amano MAP-10, Lipozyme Amano, Novo Nordisk

Pseudomonascepacia Amano P, PS, P530, LPSO, SAM-T Amano, Fluka

Rhizopusarrhizus Sigma,Boehringer-Mannheim,Fluka
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acciónde las enzimassobre la grasade la leche. De esta forma, medianteel empleo de

lipasas,se puedepotenciarel aromade los quesosy las mantequillas53.Concretamenteel

aromadel quesoazul seconsiguegraciasa la actuaciónde lipasasmicroencapsuladassobre
54determinadosácidosgrasos

2. Interesterificaciónde aceitesy grasas(IndustriaAlimentaria).

Las interesterificaciones,o intercambiode gruposacilo entreésteres,sehanutilizado

predominantementeen la industriade los aceitesy grasasparamodificar la composicióny/o

las propiedadesfísicasde los triglicéridos. Unadeestasindustriasesla compañíajaponesa

Fuji Oil Co. que ha empleadola lipasa 1,3 específicade Rluizopusniveusparamodificar la

composiciónde los ácidosgrasosdel triglicérido que en mayorproporciónse encuentraen

el aceitede palma55(Esquema3). Con la modificación han logrado, a partir de un aceite

baratoy abundante,una mezclade triglicéridosque secorrespondena los presentesen el

aceitede coco.

Esquema3. Las interesterificacionescatalizadaspor las lipasaspermiten el intercambio de grupos acilos.

La industriaalimentariaseha beneficiadode estosmétodosde interesterificacióncon

triglicéridos. De estaforma, se hanconseguidomargarinasque no fundenhastalos 300C

medianteel intercambiode cadenasde acilo saturadaspor insaturadas56.En todos estos

procesosel control del contenidoen aguaesmuy importante.

La interesterificación también se ha empleado en la obtención de lípidos

“estructurados”de gran utilidad en nutrición parenteral.Estos triglicéridos modificados

contienenácidosgrasosde cadenamedia(por ejemplode 8-12 átomosde carbono)en las

posiciones1 y 3 del glicerol, quesonhidrolizadosmásefecientementepor la lipoproteinlipasa

y la lipasa pancreáticahumana57. Estas enzimas, presentesen sangre e intestino

0M
2—O-Pa CH2—O—Pa 0H2—O—St

CH—O-OI + st + CH—O-O1 + Pa
R. nivaus CH—O-OI

CH2—O—PU <hH2—O—st 0HZ-o-st

Ofr nc. clelca8t a. naflcaPt nc. palmltlw
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respectivamente,hidrolizan con másdificultadésteresdeácidosgrasosde cadenalargaque

de cadenamedia. Este hechosuponeun gran avanceen nutriciónparenteraly enteral,ya que

sepuedenutilizar aceite de soja (con ácidosgrasosde cadenamedia incorporados)como

fuente de energía, en sustitución de aceites naturales (Esquema4). Estos últimos,

administrados continuadamente, superan las necesidadesdiarias de ácidos grasos

poliinsaturados,con riesgode toxicidad58.

Esquema4. Formaciónde triglic¿ridos de interés en nutrición parenteral.

3. Esterificacionese hidrólisis deésteres(IndustriaAlimentaria,Farmaceúticay Química).

a) Esterificación de ácidos grasos. Los alcoholes terpénicos y sus ésteresson

componentesmayoritariosde los aceitesesencialesy sonconocidospor su aromay sabor59.

Al sintetizar químicamenteestos ésteres,sus propiedadesorganolépticasdisminuyen a

diferenciade los obtenidosde fuentesnaturalesW.Mediantemétodosenzimáticosse pueden

obtenerestosésterescon unacalidadsemejantea los naturales61.En concreto,las lipasasse

hanmostradoeficacesen laesterificacióndealcoholesterpénicoscon ácidosgrasosde cadena

cortay mediana62.

b) Esterificacionese hidrólisis enantioselectivas.En Química Orgánica,el mayor

interésde las lipasasradicaen su aplicacióna la síntesisde compuestosópticamenteactivos

mediantela hidrólisis o ¡a síntesisenantioespecíficade ésteres’3.

+

o

II

Lt,ea1 ~3especia
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c) Esterificacionesregioselectivas.Las lipasas también se estánempleandoen la

síntesisde nuevoscompuestosque son difíciles de obtenermediantelos métodosquímicos

tradicionales.Por ejemplo, se han conseguidollevar a caboacilacionesregioselectivasen

esteroides”,hidratosde carbono’5y glicoles”.

11.1.2.4.Lipasa cte Candidarugosa

Candidarugosaesuna levadurano formadorade esporas,aisladapor primeravezde

suelosnaturalesen l962’~. Tomizukay cols.’8 purificaronen 1966unapreparacióncomercial

de la lipasaque sintetizaestalevadura,paradeterminarsucomposiciónen aminoácidosy su

pesomolecular.Laenzimaposeíaresiduoshidrofóbicos(leucinae isoleucinaprincipalmente)

y conteníatambiénxilosa y manosa,por lo que se trataba de una glicoproteina. Desde

entoncesy hasta 1989, a pesarde que esta enzima se había empleadopara una amplia

variedadde propósitos,pocoseconocíade su estructuraproteica.En 1992 se descubrióque

Candidarugosaproducecinco formasisoenzimáticasde lipasaTM, cuandoen un principio se

pensabaque producíaexclusivamentedos isoenzimas70.

En la actualidadse habla indistintamentede lipasade C. rugosa o C. cylindracea,

aunqueel contenidoen guanina]citosinade los genesquecodificanla síntesisde las lipasas

de estaslevadurasesbiendiferente: 61 % para la lipasade C. cylindraceay un 49 % para

71

la de C. rugosa
Todaslas isoformasde la lipasade C. rugosa presentanunagran similitud con la

lipasade Geotrichumcandidum,en las queel 45 % de la secuenciaaminoacidicacoincide72.

A partir de estehechoy basándoseen la estructuraconocidapor rayos X de la lipasade G.

candida»?2seha propuestoun modeloestructuralparala lipasade e. rugosa73representado

en la Figura6.

Las regionesquecomprendenlos residuos62-91 y 283-297constituyenla “tapadera”

quecubre el centroactivode la lipasadondese sitúala triadacatalíticaSer-209,Glu-341 y

His-449(Figura 6b). En suconformaciónabierta, la lipasade C. rugosamuestrasu tapadera

prácticamenteperpendiculara la superficie de la proteína, descubriendouna profunda

depresióndondesealoja el centroactivo. La serma209sesitúaen el fondo de la depresión

con su O~ expuestoal medio.
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a)

b)

Figura 6. La lipasa de Candidarugosa. (a) Representacióntridimensional;(b) Modeloestructural.
Las líneasgruesascorrespondena la tapadera y las esferitas a la triada catalítica
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11.1.2.5.Lipasa B de Candidaantarctica.

Candidaantarctica esunalevaduraqueproducedosformasisoenzimáticasde lipasa:

la lipasaA con un pesomolecularde 45 KDa y un punto isoelectrónicopl =7,5; y la lipasa

B con un pesode 33 KDa y un pI=6,O’4. Estas enzimasfueron aisladasdebido a su

aplicaciónpotencialen muchosprocesosindustriales75.

La lipasaB es la isoforma másinteresantedentrodel campode la SíntesisOrgánica

a tenor de las referenciasaparecidasúltimamenteen la bibliografía. Así esta enzima

inmovilizada ha sido empleadaen la síntesisde triglicéridos7’ y de ésteresde alcoholes
- ‘7

terpénicos7tasí como en esterificacionesregioselectivasde azucares’8,nucleósidos79y
esteroides8t

La estructurade la lipasa13 de Candidaantarcticacontienesieteláminasfi rodeadas

por 10 a-hélices,con unadimensiónde 30 x 40 x 50 A (Figura 7). La secuenciaconsenso

Gly-X-Ser-X-Gly, existenteen la mayoríade las lipasas, no apareceen estaenzima.En su

lugaraparecela secuenciaTreonina-W-Serina-Q-Glicina.La triadacatalíticaestácompuesta

por serma105, aspártico187 e histidina224. La sermase encuentrarodeadapor la treonina

40, la glutamina157 y el ácido aspártico134, aminoácidosunidospor enlacede hidrógeno

y cuyosátomospolaresse sitúan a 5 Á del O~. Estosresiduosestánexpuestosal disolvente

y puedenteneruna función importanteen la especificidadde sustrato.

El entornodel centroactivoestáformadopor unacavidadde 12 A de profundidad

desdeel Q de la sernahastala superficiede la proteína,y unaanchurade 10 x 4 Á. Esta

cavidadestádelimitadapor tres regionesde la proteína: la espiral comprendidaentrelos

aminoácidos242 y 268; la hélice a
10(del residuo268 al 287, cercadel extremoC-terminal)

y la hélice a5. Estaúltima a-hélicees de pequeñotamaño(entre los residuos142 y 146) y

poseegranmovilidad, por lo que pudieradesempeñarla función de “tapadera”.La entrada

a la cavidaddel centroactivo sesitúaen el centrode unagran superficieplana de 450 Á2,

conforma triangulary ligeramentecóncava.En estasuperficiehaymuchascadenasalifáticas

de aminoácidos- que puedeninteraccionarcon la interfasedurantela hidrólisis de lípidos -

así como tres residuoscargados(aspértico223, glutámico 188 y lisina 290) cercanosa la

entradade la cavidad.
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a)

Figura 7. La lipasa R de Candidoantarctica. (a) Estructuratridimensional;(b) Modelo estructural
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11.1.3. INMOVILIZACIÓN DE LIPASAS

11.1.3.1.Aspectosgeneralessobre la inmovilización de enzimas.

La inmovilización de enzimassegúnla definición establecidaen la
1a Conferencia

sobreIngenieríaEnzimática
8t,es un procesoen el que se confinao localizaa la enzimaen

unaregióndefinidadel espacio,paradar lugara formas insolublesque retienensu actividad

catalíticay que puedense reutilizadasrepetidamente.Posteriormenteestadefinición seha

ampliadoa aquel procesopor el cual se restringen,completao parcialmente,los gradosde

libertad de movimientode enzimas,orgánulos,células,etc. por su unióna un soporte82.

Comoventajasdel empleode enzimasinmovilizadaspodemosdestacar:

1.- La posiblereutilizacióndel derivado,por lo que disminuyenlos costesdel proceso.

2.- El aumentode la estabilidadde la enzimafrente a los cambiosde pH y al aumento

de la temperatura.

3.- El estudio bioquímico de sistemasproteicos in vivo que difícilmente podrían ser
83

simuladosen solucioneshomogéneas
Los principalesinconvenientesdel procesode inmovilización sonM:

La alteraciónde la conformaciónde la enzimarespectode su estadonativo.

2.- La gran heterogeneidaddel sistemaenzima-soportedondepuedenexistir distintas

fraccionesde proteínainmovilizadasconun diferentenúmerode unionesal soporte.

3.- Siempresuelehaberunap¿rdidade actividadde la enzimadurantela inmovilización.

4.- El biocatalizadoresmáscaroque la enzimanativa.

El incrementoen la estabilidadde las enzimasgeneralmenteobservadodespuésde la

inmovilización se explicapor unarestricciónen los cambiosconformacionalesde la enzima

debidoa la existenciade unionesmultipuntualesenzima-soporte.La enzimaadquiereuna

mayorrigidez y se hacemásresistentea la desactivacióntérmicao química(Esquema5).

Se hanutilizado unagran variedadde materialesnaturaleso sintéticos,orgánicose

inorgánicos,comosoportesparala inmovilización de numerosasenzimas.Estosmateriales

difierenen tamaño,densidad,porosidady forma, aunquegeneralmentenos los encontramos

35



Capitulo II: Inmovilización de lipasas

en forma de cilindro, hojas, fibras y máscorrientementeen forma de esferas.

Esquema5. La inmovilización estabilizaa la enzimaal restringirsu libertadde movimiento.

Los soportespuedenclasificarseen dos grandesgrupos,en funciónde su naturaleza:

1) Soportesinórganicos.Dentrode estegrupotenemosunagranvariedadde tiposde

soportescomopuedenser: sílice, bolasde vidrio, alúmina,ortofosfatosy fosfatos,óxidosde

magnesio,óxidos de titanio, tierrasde diatomeas,etc.

2) Soportesór2anicos.Estosa su vez se puedensubdividiren diferentessubgrupos:

- Proteínasfibrosas(colágeno,queratina,etc).

- Polímerossintéticos(acrilatos,acrilamidas,alcohol polivinilico, etc).

- Polisacáridos(sefadex,celulosa,agarosa,quitina, zuro de maíz, etc).

- Otros: hidrogeles,resinasfenólicas,etc.

Desde que en 1916 se inmovilizó la invertasasobre alúmina y carbón, se han
11.desarrollado un elevado número de técnicas para la inmovilización de enzimas

Normalmenteno existeun métodoque sepuedaconsiderarel mejorparainmovilizarenzimas

en general,por lo que resultamuy interesanteexaminartodos los métodosdisponiblesy

compararlos,ya que la actividad,estabilidady facilidadde manejodel biocatalizadorpuede

variar enormementey de forma imprevisible con el método utilizado. En general, los

métodosde inmovilización de puedendividir en dosgrandescategorías:1) Retenciónfísica

y 2) Unión química(Esquema6).

Los derivados inmovilizados preparados deben estar caracterizadossegún las

indicacionesestablecidaspor el WorkingParty on ImmobilizedBiocata1ysts~,queaparecen

resumidasen la Tabla 5.

ces
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Esquema 6. Métodos generalesde inmovilización de enzimas.
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Tabla5. Indicaciones para la caracterización completa de un derivado inmovilizado

CARACTERIZACIÓN DE
UN DERIVADO

INMOVILIZADO

Descripción
general

1. Esquemade reacción
2. Enzimasa insolubilizar
3. Tipo de soporteempleado
4. Método de inmovilización

Preparación 1. Condiciones de reacción
2. Rendimientoen pesoseco

3. Actividad residualdel sobrenadante

Caracterización 1. Configuracióndel biocatalizador
fisico-qulmica 2. Gradode hinchamiento

3. Gradode compresibilidaden columna
4. Abrasiónen sistemasde agitación
5. Velocidadmínimade flu¿idización

Cinética 1. Estabilidadde la enzimaalmacenada
2. Estabilidad operacional
3. Posibilidadde reutilización
4. Gradode conversión
5. Limitacionesdifusionales

En la Tabla6 sepresentaun breveresumende las ventajase inconvenientesde estos

métodosde insolubilización.

Tabla6. Comparaciónde los diferentesmétodosde inmovilización
METODO Inclusión en

membranas

Atrapamiento Reticulado Adsorción

química

Unión

covalente

Preparación Intennedia Difícil Intermedia Sencilla Difícil

Fuerzade unión Débil Media Débil-Media Media Fuerte

Actividad enzimática Media-Alta Baja Baja Media Alta

Regeneraciónsoporte Posible Imposible Imposible Posible Difícil

Costeproceso Medio-Alto Medio Medio Bajo Alto

Estabilidad Media Alta Alta Baja Alta

Validez General General Limitada General Limitada

Resistenciamicrobiana Si Si Si No No

En el siguienteapartado,explicaremosde

aplicadosa la inmovilización de lipasas.

forma resumida los diferentesmétodos
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11.1.3.2.Lipasas inmovilizadas

11.1.3.2.1.Lipasas inmovilizadas por RETENCIÓNFÍSICA

A) ATRAPAMIENTO: consisteen la retenciónfísicade la enzimaen lascavidadesinteriores

de una matriz sólida porosaconstituidageneralmentepor prepolimerosfotoentrecruzableso

polímerosdel tipo poliacrilamida,colágeno,alginato,carraginatoo resinasde poliuretano.

Tabla 7. Lipasas inmovilizadaspor atrapamiento

El procesode inmovilización se lleva a cabo mediantela suspensiónde la enzimaen una

solucióndel monómero.Seguidamenteseproducela polimerizaciónconlo quese obtieneun

derivado de naturalezagelatinosa.En la Tabla 7 aparecenalgunos ejemplosde lipasas

inmovilizadaspor atrapamiento.

B) INCLUSIÓN EN MEMBRANAS: Dividida en dos tipos:

1) Microencapsulación:En esta técnica, descritapor primera vez por Chang~en

1964, las enzimasestánrodeadasde membranassemipermeablesque permiten el pasode

moléculasde sustratoy producto, pero no de enzima.Estasmembranassemipermeables

pueden ser permanentes(originadaspor polimerización interfacial) o no permanentes

Lipasade... Gel de atrapamiento

Humícola lanuginosa Alginato86; PolipropilenglicolTM

Pseudornonassp. Colágeno87

Riuzopusdelemar Polipropilenglicol”

Rhizopusarrizhus Polipropilenglicol~

Mucor miehei Colágeno87

Candida rugosa Polietilenglicol;Polipropilenglicol’9

Candida cylindracea Poliacrilamida9<>;Poliuretano9t;Alginato~; Carragenina93;
Alcohol polivinffico~
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(generadasporsurfactantes).Medianteestametodologíasehaninmovilizadodiferenteslipasas

microbianasy obtenidoderivadosestablesal almacenamientoa 40C duranteal menos 3

meses95.La microencapsulaciónde lipasasseha empleadoen la industriaalimentariapara
96

acelerarel procesode curaciónde los quesos

2> Reactoresde membrana: El desarrollode reactoreso sistemasque contengan

enzimas atrapadasha despertadogran interés en la industria. Estos reactoresemplean

membranaspermeablesal productofinal, permeableso no al sustratoinicial y obviamente

impermeablesa la enzima.Medianteunabombase estableceun flujo líquido de sustratoque

atraviesael reactor.En general,en estametodología,se procedeinicialmentea la adsorción

de la enzimasobrela membranaque formaráel reactor.Estaadsorciónsepuederealizarde

dos formas:

1.- medianteel pasode unasolucióntamponadade enzimaa travésde la membrana;esta

técnicaseha utilizadoen la adsorciónde la lipasade Thermomyceslanuginosussobre

membranasacdlicas~y en la inmovilización de la lipasa de C. rugosa sobre

membranascelulósicas98.

2.- por contactocontinuode unasoluciónde enzimaconla membrana;en estecasocomo

ejemplostenemoslas lipasasde R. delemar,P.fluorescens,M. miehely C. viscosum

inmovilizadassobremembranasde polipropileno~.

11.1.3.2.2.Lipasasinmovilizadaspor UNIÓN QUÍMICA

A) RETICULADO: tambiéndenominadoentrecruzamientoo “cross-linking”. El métododel

reticuladoconsisteen usode reactivosbifuncionalesque originanunionesintermoleculares

entrelas moléculasde enzima.En 1967, Hartmany Wold1~ introdujeronpor vez primera

estatécnicaen la químicade proteínasy, desdeentonces,ha sido ampliamenteutilizadaen

la estabilizaciónde muchasenzimas101.Como reactivosbifuncionales se puedenemplear

dialdehidos,diiminoésteres,diisocianatos,salesde bisdiazonioe, incluso,diaminassi están

activadasconcarbodiimida.

Un procedimientomuy comúnconsisteen inmovilizar la enzimapor adsorciónsobre

unaresmade intercambioiónico o un soportepolimérico(con lo que seconsigueunaelevada
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cargaenzimática)y posteriormenteañadirel reactivobifuncional.Concretamente,el reactivo

másempleadoen el entrecruzamientode lipasases el glutaraldehído(v.g. las lipasasde

Chromobacteriwn,Pseudomonas,RJZÍzopas’02 y CandidaíO3í<fl, aunque también se ha

empleadola heximetilendiamina(v.g. la lipasade fiL lanuginosa86).

B) UNIÓN A SOPORTES

:

1. Lipasasinmovilizadaspor ADSORClON

Esel métodomásempleadoen la obtenciónde derivadosinmovilizadosde lipasa. La

enzimaseunea un soportesin funcionalizarmedianteinteraccionesiónicas, fuerzasde Van

der Waals y por puentesde hidrógeno. El procedimientogeneral consisteen la unión

electrostáticade la enzimaal soportepor impregnacióny posteriorliofilización del derivado.

Los principalesfactoresque se debenteneren cuentaal realizarla adsorción,son:

1.- el pH del medio: controla el númeroy la naturalezade las cargasque presentala

superficiede la proteínay del sólido;

2.- la fuerza iónica: al aumentarla fuerzaiónicase producela desorciónde la enzima,

ya que los iones inorgánicosse unencon másfuerzaal soporteque la proteína;

3.- el diámetrode poro: debeseraproximadamentedosvecesel tamañodel eje mayorde

la enzima;

4.- la presenciade iones que actúencomocofactoresde la enzima,puedenincrementar

la cargaenzimáticadel derivado.

Comoprincipalesy~fljas de estemétododestacan:su preparaciónsencilla,su bajo

coste,no haycambiosdeespecificidadenzimáticay los derivadossonestablesen mediosde

trabajoconbajocontenidoen agua.Los in~nxwtui1esse centran en la optimizaciónde las

variablesquecontrolanla adsorción,asícomoquelosderivadosobtenidosson pocoestables

desdeel punto de vista mecánico,ya que la uniónes débil.

Algunosejemplosde inmovilizaciónde lipasaspor adsorciónaparecenen la Tabla 8.
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Tabla 8. Lipasas inmovilizadas por adsorción.

Una variantedentro de la técnicade la adsorciónconsisteen emplear resinas de

intercambiojónico, las cualescontienengrupos funcionalesy contralonesmóviles. Estos

contraionesse puedenintercambiarreversiblementepor otros ionesde la mismacarga, sin

que seproduzcancambiosen la matriz insoluble.Las lipasassepuedeninmovilizar mediante

este método, ya que estasproteínaspuedenestarcargadassegúnel pH del medio y su

composiciónen aminoácidos.Siguiendoesteprocedimiento,sehan inmovilizado las lipasas

deMucormiehelsobreDuolite’2’ y otrasresinasmacroporosas’22,la de Candidarugosasobre

Duolite y Amberlite”0, y finalmentela de Candidaanuirctica sobreDuolite y otras resinas

macroporosas75.

2. Lipasasinmovilizadaspor UNIÓN COVALENTE

La unióncovalentede unaenzimaaun soporteesquizáel métodode inmovilización

más interesantedesdeel punto de vista industrial. La metodologíade la unión covalentese

basaen la activaciónde gruposquímicosdel soporteparaque reaccionenconnucleófilosde

las proteínas.Los gruposfuncionalesimplicadosconmayorfrecuenciaen la unióna soportes

son los gruposc-aminodelas lisiasy los gruposcarboxílicodel ácidoaspárticoy glutámico,

todos ellos situadoshaciael exteriorde la superficieproteica.

Li asade... So nc

Aspergiltusniger Celite’05; Vidrio poroso(CPG)1~; Polipropileno107

Rumícola lanuginosa Amberlite”

Pseudomonas cepacia Celite’0’

Geotrichum candidum Alúmina’~
Mucor mielzei Celite’~

Rhizopusdelernar Vidrio poroso”0; CeliteiS

Candida rugosa Titanio’11; Sefadex112;Celulosa113;Poliestireno”’

Candidacytindracea Spherosil”5; Celite’16; Sílice”tm; Alhi1nj~lI7a. Vidrio poroso’17a;

CarbónactivoI~7b; Polipropileno”’; Celulosa?19;Sef~rosa”~
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Ventajas:

1.- La manipulaciónde los derivadosinmovilizadoses sencilla;

2.- La cargade enzimapermanececonstantedespuésde la inmovilización;

3.- Los derivadospuedenutilizarse en reactoresen continuo, empaquetados,de lecho

fluidizado, tanqueagitado.

4.- Mayor resitenciaa la desactivaciónpor el efectode la temperatura,de los disolventes

orgánicoso del pH, al tenerestabilizadasu estructuraterciaria.

Inconvenientes

1.- Es necesarioconocerla densidadde gruposactivospor unidadde superficie,ya que

condiciona el número de unionesenzima-soportey su geometría,que puede ser

distorsionantey conduciraderivadosinactivos.

2.- El procesode inmovilización puedealterar la estructuradel centroactivo.

3.- La inmovilización covalenteno esaconsejableen aquellasenzimasmuy sensiblesa

cambiosde pH, fuerzaiónica, etc.

A continuacióncitaremosalgunosde los métodosmásempleadosen la inmovilización

covalentede lipasas(Esquemas7-11):

1) Vía aminosilano: se funcionaliza un soporte inorgánico con y-aminopropil-

trimetoxi-silanoen medioacuosoo en tolueno. Ha sido empleadoen la inmovilizaciónde la
124

lipasadeRhizopusoryzaesobrealúmina’23 y en la de C. rugosa sobrevidrio poroso

ocM8 A 004 a o
AdNaaói, £ 1 II II

M8OSIHCF4)cNKa -~ U—O—S4—(C~—N1~ CH—CH,—0H
2--CH

y 1 Adlvsdóo pH-nuÑoOC’.’

Irnm~fr~ _o
II NI4-

~ 9—a-4—(ai~s—N=co1½cl4—cH=N—Enz
0CM8

Esquema 7. InmovilizacióncoyatenteVio amhwsiiano
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2) Método del bromocianógeno.Fue descrito por Ritz y cols.’25 en 1961. Se ha

recurridoa estemétodopara inmovilizar las lipasasde Geotrichumcandidumen agarosa’26

y la de Candidarugosa sobre sefarosa’27.

NH

£ II

F~NH-Er1Z

BiCN ¡—OCt’¡ AdivuIái I~ON
• —* —> U

y—OH HBr y—-uH y—o

Sopan.

Inmovillzad¿n

o
jjj~C—NW-Enz

H
20

9I2O>=N—ET1Z

Esquema 8. InmovilizacióncovalentemedianteelMétododel bromodwzógeno.

3) Método de la carbodilmida. La unión de enzimasa polímeroscarboxílicosvía

carbodiimidafue descritaen 1965 por Weliky y Weetal’
28. Siguiendoestametodología,se

hanactivadoaminoalquilderivadosdel vidrio, carboximetil-celulosay carboxil-agarosapara

posteriormenteinmovilizar la lipasade Geotrichumcandidum’26.Por otraparte, la lipasade
103

C. rugosase ha inmovilizadosobrequitosanactivadomedianteestemétodo

Esquema 9. InmovilizaciÓn covalentemedianteel Métodode la carbodilmida

4) Método del glicidol. Permite la polifuncionalizaciónde polisacáridoscomo la

agarosa,la obtenciónde derivadosmuy establesy el control del númerode unionesenzima-

—cH,--CH---cm4— R Inmovlllzaddn

CI4 NH-R F4FI,
01%—CH——e—-OH =1 —> 04¡¡ CI%—CH--O--O---C En-NI.’

CH
3—CW—C—NH—EnzPolímero O N-R1
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soporte129.Medianteestemétodose ha inmovilizado la lipasade C. rugosa’30.

6) Vía cloruros de tasi/o. Es un métodorápido y de manejosencillo. Descritopor

Mosbachy cols.’3’ conel clorurode p-toluensulfonilo, se ha ampliadoa otros compuestos

similaresy derivadosde éste.Medianteestatécnicase hapodidoinmovilizar la lipasade C.

rugosasobrequitina, sefarosay trisacril, todos estossoportestosilados’03.

Esquema11. Inmovilizacióncovalentemedianteel Métododel cloruro de tasio

11.2. PARTE EXPERIMENTAL

11.2.1. Lipasasnativas y sustratos.

En estaMemoria seha trabajadocon las siguienteslipasas:

a) Lipasa de Candida rugosa <EC 3.1.1.3~ tipo VII, (LCR), suministradapor Sigma

ChemicalsCo. (Missouri, EE.UU.). El preparadocomercial poseíaunaactividad de 900

U/mg sólido, donde1 unidadesla cantidadde polvo comercialqueproduceun micromolde

ácido oleico en una hora, a pH=7.2y a 370C, usandocomosustratoaceitede oliva.

Esquema 10. Inmovilización covalentemedianteel Métododel glicidol

o
H+CI4 ~ S-C —* ~‘ ~ Ha —~> NH—Enz

— It — N%-Enz 9
Sopad.
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b) LipasaB de Candidaantarctica, (LBCA), suministrada por Novo Nordisk Biondustrias,

S.A. (Madrid, España>bajo la denominaciónde SP525.

Lasdisolucionesde enzimase prepararonen tampónTris/HCI 0,1 M (pH=8,0),en

el cual unacantidadpesadadel polvo comercial se mantuvoen agitacióndurante2 horasa

40C.El material insolublese separómediantecentrifugacióna5000rpmdurante15 minutos

y posteriordecantación.Parael casode lospreparadosenzimáticosde lipasade C. antarcáca

seobtuvierondisolucioneshomogéneasqueno necesitaroneliminaciónde materialinsoluble.

La congelacióna -200C de estasdisolucionesen viales de plásticopermitió su conservación

hastasu empleo.

Comosustratosparala determinaciónde la actividad enzimáticase emplearon,una

disolución de aceite de oliva al 50% (Sigma,artículo 800-1) para la lipasa de C. rugosa,

mientrasqueparala lipasaB de C. antarctica se utilizó triacetinapura (Sigma, artículoT-

5376), ya queestaúltimaenzimano muestrabuenaactividadcontriglicéridosde cadenalarga

en comparaciónconotras lipasas42.

11.2.2. Determinación del contenido en proteínas de las lipasassuministradas

El contenidoenproteínasdelpreparadocomercialde lipasade C. rugosasuministrado
~32por la casaSigmaesdel 22%; de esteporcentajeun 3% correspondea lipasapura

Parala determinaciónde proteínasen el producto5P525 (lipasaB de C. an¡arctica)

se recurrióal método del Biuret. En medio alcalino las sustanciascon dos o másenlaces

peptídicos(fundamentalmenteproteínas)formanconlassalesdecobreuncomplejocoloreado

de intensidadproporcionalal númerode enlaces.El nombrede biuretse debea que la biurea

da reacciónpositiva. La metodologíaseguidafue la de Gornalí y cols.’33

a) Reactivode Biurer: Disolver 1,5 g de sulfatocúprico(CuSO
4~51120) y 6,0 g de tartrato

sódico potásico(NaK C4H406 . 4H20) en 500 ml de aguadestilada.Añadir con agitación

constante,300 ml de NaOH al 10% (P/V). Completarcon aguadestiladahastaun litro y

guardaren botellasde plástico.Estereactivopuedealmacenarseindefinidamente,perodebe

ser desechadosi aparecendepósitoscomo consecuenciade una contaminacióno de una

preparacióndefectuosa.La adición de yoduropotásicoal 1 % (P/V) aumentala estabilidad

del reactivo.
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b) Patróndeproteína. Se preparóunasoluciónde albúminade suerobovinoque conteníalo

mg/ml de aguadestilada.En tubosde ensayonumeradosy perfectamentelimpios se añaden

cantidadesde la soluciónpatrónde proteínay seigualan los volúmenescon aguadestilada.

A continuaciónse añadeel reactivode biuret, se agitay se dejaa temperaturaambiente(20-

250C) durante30 minutos,o a37”C durante20 minutosparaquesedesarrollela reacción.

El color observadoal términode esteperíodode incubaciónesestableduranteal menosuna

hora. Las lecturasde absorbanciase debenrealizara una A = 540-550nm.

Tabla9. Protocoloparalapreparaciónde la rectade calibrado
en ladeterminaciónde oroteinasnor el método del Biuret.

En la Tabla9 se indicael protocoloa seguirpararealizarla curvade calibradoy la

determinaciónde proteínade las diferentessoluciones. Las medidasse realizaronen un

espectrofotómetroShimadzumodelo 2100, a una A = 545 nm. La soluciónproblema de

LBCA se preparóa partir de una disolucióndel polvo suministradopor la casacomercial

(producto SP525) de concentración 125 mg/mI, de la que se tomaron 50 ¡¿1 para

posteriormenteenrasarhasta1 ml de agua. Despuésseañadieronlos 4 ml del reactivode

biurety seincubóen las condicionesindicadas.La Figura7 muestralos datosdeabsorbancia

de las solucionesdel patrónde concentracióncreciente.Del valor de absorbanciaobtenido

de la soluciónproblemade 5P525 y a partir de la ecuaciónde la recta, se calculó la cantidad

de proteínade esteproducto,que fue de un 10 %.

Disolución enzimática Tubo REACTIVOS (mi) Proteína

Proteína H,O Biuret (mg/mi)

B - 1.0 4.0 Blanco

0.1 0.9 4.0 0.2

2 0.2 0.8 4.0 0.4

3 0.3 0.7 4.0 0.6

SEROALBUMINA 4 0.4 0.6 4.0 0.8

BOVINA 5 0.5 0.5 4.0 1.0

6 0.6 0.4 4.0 1.2

7 0.7 0.3 4.0 1.4

8 0.8 0.2 4.0 1.6

9 0.9 0.1 4.0 1.8

LBCA (SP525) 10 0.05 0.95 4.0 -
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os

0.4

0.3
2

0.2

0.’

0.0

0.0 0.4 0.8 1.2 ‘.6 2.0
Proteína (mg/mi)

Figura7. Rectade calibradode laseroalbúminabovinapararealizarel Biuret.

11.2.3. Medida de la actividad hidrolítica de las lipasascomerciales.

Todaslas medidasse llevarona caboen un sistemapotenciométricode valoracióna

pH constante(pHstatoCrison, modelo Micrott 2022).

La reacciónse realizóañadiendoa la cubetade reacción5 ml del tampónde trabajo

y un volumendeterminadode la solución enzimática.La mezclapermaneció5 minutosen

agitaciónhastaque alcanzóla temperaturadeseaday posteriormenteseañadióel sustrato

elegido.Lasvelocidadesinicialesse midieronen lassiguientescondiciones:pH fijo, agitación

constante y valoración con NaOH de concentración0,05-0,0001 N (con un factor

determinadocon ftalatopotásicocomopatrón).

En todos los casoslas experienciasse realizaronpor triplicado y el resultadofinal se

indicó como la media de los tres valoresobtenidoscon un error máximo del 5%. La

velocidad inicial secalculó en micromolesde ácido formadopor minuto.

A continuaciónse detallanlascondicionesen los estudiosde actividadrealizadoscon

las lipasasnativas:

Ahe = 0.240ImghtIJ + 0.006
n = 10

r 0,998
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1) Variación de la actividad lipásicade la LCRcon la concentraciónde enzima.Con

el fin de conocerla concentraciónde lipasaútil en las medidasde actividad,se realizó un

estudioen las siguientescondiciones:tampónTris/HCI 0,OO1M (pH=7,5),unaTa=350C,

unaconcentraciónde sustratode 2,275 mg trioleina/mí, una velocidadde agitaciónde 500

rpm y un tiempode reacciónde 10 minutos.La concentraciónde LCR en el reactorse varió

entre0 y 1,25 mg/ml.

2) Variación de la actividadde la LBCAconla concentraciónde enzima.Del mismo

modose calculó la concentraciónde LBCA útil en las medidasde actividad.En esteestudio

las condicionesfueron: tampónTris/HCI 0,OOIM (pH=7,0),T~=37”C, unaconcentración

de sustratode 11,6 mg de triacetina/mí,unavelocidadde agitaciónde 500rpm y un tiempo

de registrode 10 minutos. La concentraciónde SPS2Ssevarió entreO y 0,275 mg/ml.

11.2.4. Caracterizacióny funcionalizaciónde los soportes.

1) SOPORTESORGANICOS: en la inmovilización de la LCR y de la LBCA se han

empleadocomosoportesde tipo orgánico,agarosa,sefarosay zuro de maiz.

a) Agarosa y sefarosa: son dos tipos de polisacáridosempleadoscomúnmenteen la

inmovilizaciónde enzimas.La agarosaesunode los componentesdel agar,mientrasquela

sefarosaesun gel de agarosaqueha sido sometidoa unapurificaciónconel fin de eliminar

los polisacáridoscargados.Segúnel porcentajede agarosaquecondenen,hay diferentes

sefarosas:4B (4%), 6B (6%) con un tamañode partículade 45-165~m. La agarosaes un

polímerocompuestopor unidadesdel bisacáridoD-galactosay 3-6 anhidro L-galactosa

(Esquema12). Losgrupos-OH primariosde estosresiduosazucaradospuedenser fácilmente

funcionalizados,para posteriormenteunir covalentementeuna enzima. En esta memoria

hemosempleadosefarosasya funcionalizadas(sefarosa613 epoxidaday sefarosa413 tresilada)

y comercializadaspor la casaPharmaciaLKB (Uppsala,Suecia),así comoel gel de agarosa

Bio-Gel A-15O nm de los laboratoriosBioRad(Richmond, CA, EE.UU). Esteúltimo gel de

agarosa,sin funcionalizar,poseeun 1% de agarosay tiene un tamañode partículade 74-149
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nm. En la inmovilización se empleó

toluen sulfonilo134.

estegel activadomedianteel métododel cloruro de p-

Esquema 12. La funcionalizaciónde la agarosa
permitela posteriorinmovilización de las lipasas.

En resumen,las agarosasempleadasen la inmovilización de las lipasasobjeto de

nuestroestudiohansido (Esquema12>:

1) Sefarosa6Bepoxiactivada:esun gel de agarosacompuestoporpequeñasbolitasde 45-165

M~ de diámetro, con un brazoespaciadorde 12 átomosde carbono. La concentraciónde
gruposoxiranoes de 19-40 ~eq/mlde gel húmedo.

2) Sefarosa4B tresilo4a: setratade un gel de agarosaactivadoconclorurode tresilo(cloruro

de 2,2,2 trifluorosulfonil etano).

3) Agarosatosilada: antesde llevar a cabolaactivaciónde la agarosasin funcionalizar, se

procedióal secadode estaagarosa,ya que el procesode activaciónno se puedellevara cabo

en presenciade agua. Se tomaun volumendeterminado(V mi) de Bio-gel húmedoy se le

adicionan 10 x y ml de aguadestilada,agitándosedurante5 minutos para eliminar los

aditivos comercialesque lleva el gel comercial;a continuaciónse filtra por gravedady el

residuo que permaneceen el papel de filtro se vuelve a lavar con 10 x V ml de agua

destilada,seguidamentese realizansucesivoslavadoscon 2x(lOxV) ml de unamezclade

CH
2OH

AGASOSA

OH[ OH

O
SMwo..6B A O~>

e [HrOSCHrtFSa

= [cH2~4
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agua/acetona3:1 (y/y>, 2x(lOxV) ml de agua/acetona1:3 (y/y) y 2x(lOxV) ml de acetona

purificaday seca.Estoslavadostienencomoobjetivoeliminar, dentrode lo posible,el agua

que lleva el gel, lo cual seconsiguetriturandocon unaespátula,lo más finamenteposible,

el gel húmedode agarosay dejándoloreposarduranteunanocheen una estufadesecadora

a 40’C, a fin de eliminar tanto la acetonacomolas posiblestrazasde aguaque contenga.

Posteriormente,con la ayudade un morterode porcelanase reduceel sólido hastael estado

de polvo fino con lo que quedalisto parala posterioractivación. El métodoelegidoparala

activaciónde la agarosaesel de tosilación,descritopor Siniterray cols’34. Por cadagramo

de agarosasecase adicionan50 ml de acetonapura y seca, y 1 gramo de cloruro de p-

toluensulfonilo. A continuación, se mantiene la mezcla en agitación durante 2 horas.

Seguidamentese filtra la mezclapor gravedady se lava con 90 ml de acetona,en dos

porcionesuna de 60 y otra de 30 ml por cadagramo de soporteactivado, con el fin de

eliminar el cloruro de p-toluensulfoniloque no ha reaccionado.Si el soporteno se va a

utilizar en la inmovilización, se secaa vacio y se guardaa -200Cjunto con unabolsade gel

de sílice para preservarlo de la humedad. Cuando se utiliza para llevar a cabo la

inmovilización de la enzimaes necesariovolver el soportetosilado hastael medio acuoso.

Paraello se realizaun primer lavado con agua/acetona1:3 (y/y), luegoagua/acetona3:1

(y/y) y finalizamoscon agua.

El gradode funcionalizaciónde los soportesse determinósegúnel métododescrito

por Sinisterray cols.’~ que puederesumirseen el Esquema13.

Esquema13. Determinación del &ado de activación de los soportestosilados.

Un pesodeterminadode soportetosilado(0,1 g) se suspendedurante3 horasen una

disoluciónalcalina(10 ml de NaOH 0,1 N) a temperaturaambiente,con lo cual seproduce

un reacciónde sustituciónnucleófilaalifática inversaa la reaciónde activación, estoes,

intercambiodel grupo tosilo por un hidroxilo. El tosilato sódico liberado se cuantifica

[ o o
II Ao—s ~ 2!52!t> E—AH + C1% Nt nzt Uy. 260nm

o o
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espectrofotómetricamente,mediantela realizaciónpreviade un rectade calibrado,a260 nm.

La rectade calibradoobtenidaapareceen la Figura 8.

0.3

0.2

0.2

0.’

0.1

00

Figura 8. Rectade calibrado del p-toluensulfonato (pTs).

b) Zuro de maíz. Es la partedurade la mazorcade maíz, cortaday tamizada,que porsus

excelentespropiedadesmecánicaspuedeservircomo soporte.A pesarde su insolubilidaden

agua,presentauna gran afinidad por la misma y puedeabsorberun volumende aguatres

vecessuperioral suyo.

El zuro utilizado forma parte de la gama EU-Grits, producido por la sociedad

EURAMA (Maubourgnet,Francia) bajo la forma de partículasmás o menosesféricas.

Nosotroshemosutilizadodostipos de zuro que difierenen el diámetrode partícula(0,5-0,8

y 2-4 mm). La composicióndel productoes’36: Humedadmáxima(10 %), materiacelulósica

(25-36 %), proteínasbrutas (3-6 %), minerales(1-2,5 %), materiagrasa(0,5-1,5 %) y

lignina hemicelulósica(44-60 %).

Por tanto el zuro de maíz presentagrupos -OH primarios provenientesde las

moléculasde glucosade lacelulosay una granvariedadde gruposfenólicosy alcohólicosde

la lignina. Estosgrupossepuedenactivary posteriormenteel zuro activadoemplearloen la

Abs = 0,186 lpTsI + 0,0045
n8

r= 0,998

0.0 0.4 0.8 1.2 tó

mlcromolespls/ml
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inmovilizaciónde enzimas.Peroantesde la activación,el zuro de maiz exigeun tratamiento

previo que consisteen el lavadosucesivo,con una solución de NaOH 0,1 N, hastaque los

líquidosde filtrado dejende estarcoloreados.Medianteesteprocesose eliminanpigmentos

que luego podríaninterferir en la medidadel grado de activación. Posteriormentese lava

primerocon aguadestiladay posteriormentecon acetonapura y seca(10 ml/g de soporte),

se filtra y se desecaen estufaa 400C durante6 horas.

La activacióndel zuro de maíz medianteel métododel tosilo se realizó mediantela

adición por cadagramode zuro pretratadode 50 ml de acetonapura y secajunto con un

gramode clorurode p-toluensulfonilo. La mezclasemantuvoenagitacióndurante20horas.

La activación del zuro se determinóde formaanálogaa la agarosa.

2) SOPORTESINORGANICOS. Se emplearonlos siguientessoportes:

a) Alúmina. La alúmina utilizada fue suministradapor Merck bajo la denominación

Aluminum 60 activ. basich,Korngróbe0,063-0,200nm. (70-230meshASTM), n0 art. 1067.

Estaalúminapresentacomoprincipalescaracterísticasun diámetrodeporode40-100A, una

superficieespecíficade 59,1 n9/gy un volumende poro de 0,241 cm3/g.

b) Sílice. Suministradapor la casaMerck bajo la denominaciónKieseghel60, Korngróbe

0,015-0,040nm (art. 15111).Estasílice poseecomoprincipalescaracterísticastexturalesun

diámetrodeporo de 33-200A, unasuperficieespecíficade 316 m2/gy un volumende poro

de 0,790 cm3/g.

1’

La funcionalizaciónde los soportesinorgánicosserealizó medianteel métodode la

triclorotriazina’” (Figura9>. Con tal fin se suspendió1 gramode soporteinorgánicoen 10

ml de tolueno,y posteriormenteseañadierona estevolumen300 mg de2,4,6tricloro 1,3,5

triazinay 0,6 ml de trietilamina(en relaciónmolar2:1 con la triclorotrizina)paraneutralizar

el ácidoclorhídrico que se desprendeen el procesode activación.Pasadoestetiempo el

soporte activado se filtró a vacío y se lavó con 10 ml de tolueno en primer lugar y

posteriormentecon 10 ml de acetonapor granode sólido. Finalmentese secóatemperatura

ambiente.
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Figura 9. Funcionalizaciónde los soportesinorgánicoscon 1,1,1 triclorotriazina.

El gradode funcionalizaciónsecalculómedianteel métodode Móhr de valoración

de cloruros138tantodel líquido de filtrado y lavadoobtenidodespuésde la activacióncomo

del soporteactivado.En el primercasosemezclaron5 ml del líquido de filtrado con 10 ml

de NaOH 0,1 N en una ampolla de decantación.Tras una agitaciónvigorosadurante5

minutosse separóuna faseorgánicay unaacuosa.La faseorgánicasufriódosextracciones

máscon sosaen las mismascondiciones.Un ml del volumenfinal resultantede las tresfases

acuosasrecogidas,se mezciócon 10 ml de tampón fosfato/NaOH0,1 M (pH=7,0) y con

0,05 g. de K
2CrO4. Estamezclase valoróconunasoluciónde AgNO3 hastala formaciónde

un precipitadorojo. Para la valoraciónde los iones cloruro remanentesen el soportese

procedióa suspender0,1 gramosde soporteenunadisoluciónde NaOH 0,1 N. Despuésde

mantenerla mezclaenagitacióndurante2 horasatemperaturaambiente,setomó 1 ml de la

solucióny sesiguió el procedimientode valoracióndescritoanteriormente.En amboscasos

serealizaronensayosen blanco.

11.2.5. InmovilizaciÓn de las lipasascomerciales.

La metodologíageneralfue la siguiente:

10) sepesaunacantidadde polvo comercialde lipasa(que contendráuna cantidadde lipasa

puracalculadapor cualquiermétodoválido de determinaciónde proteínas)y se disuelveen

10 ml. de tampónTris/1-ICI 0, 1M (pH=
8,O). Estadisolución enzimáticase mantieneen

CI

CI
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agitacióndurante2 horasa 40C. El material insoluble seseparapor centrifugacióna 5000

r.p.m. durante15 minutos. Se determinasu actividadenzimática.

20) Los 10 ml de la disoluciónenzimáticajunto con unacantidadde soporteactivado(1-2

g. segúnel tipo de soporte)se mantienenen agitacióndurante3-6 horasa 40C.
30) Los derivadosobtenidosse filtran a vacío y se lavan, primero con 10 ml. de tampóny

despuéscon 10 ml. de aguabidestilada.El volumen de los líquidos de filtrado y lavadose

recogey se mideen unaprobeta.Posteriormentesedeterminala actividadenzimáticade estos

líquidos. La cantidaddeenzimainmovilizadaserála diferenciaentrela cantidadde enzima

de partiday la presenteenel líquido de filtrado y lavado,ambasconocidaspor las medidas

de actividadrealizadas.

1. La inmovilización de la lipasade Candidarugosa se ha realizadosobre:

1) Agarosa tosilada: la inmoviliación se llevó a cabocon cantidadesdiferentesde enzima

(250-375-500-625-750-1000mg. de polvocomercial)disueltasen 10 ml. de tampónTris/HCI

O,1M (pH=8,0).Se añadió 1 gramode agarosatosiladaa cadaunade estasdisolucionesy

la mezclasemantuvoa4’C conagitaciónlentadurante3 horas.

2) Zuro tosilado: sobre los dos tipos de zuro de diferente tamaño de partícula, se

inmovilizarondiferentescantidadesde lipasa.Conestepropósito,seprepararondisoluciones

enzimáticascon diferente concentraciónde lipasa (10-12,5-25-50-75-100mg. de polvo

comercialpor ml.) en 10 ml. de tampónTris/HCI 0,1M (pH=8,0), a lascualesse añadió1

gramode zuro tosilado. La inmovilización se realizóa 4<’C conagitacióndurante3 horas.

3) Sílicey alúminaactivada con TCT: se realizó un estudio sobre la cantidadde enzima

añadidasobreel procesodeinmovilzación.Paraello, seprepararontresdisolucionesdelipasa

comercialde 20, 40 y 80 mg/ml en 10 ml. de tampónTris/HCI O,LM (pH=8,0). Dosgramos

de soporteinorgánicoactivadoconTCT seañadierona cadaunade estasdisoluciones,y la

mezclase mantuvoen agitacióna 4’C durantetres horas.

II. La inmovilización de la lipasa8 de Candida antarctica se ha realizadosobre:

a) SefarosaÓB epoxiadávada:se prepararondosderivadoscondiferentecargaenzimática.

Paraello, sedispusode dosdisolucionesdel producto5P525de concentración3 y 10 mg/ml

en 10 ml de tampónTris/HCl 0,IM (pH=8,0). Dos gramosde sefarosaepoxiactivadase
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añadierona estasdisoluciones,y la mezclase mantuvoa 40C durante6 horas.

b) Sefarosa4B tresilada: seprepararonotros dosderivadosen las mismascondicionesque

en el casode la sefarosaepoxiactivada.

c) Sílice activada con TCT: se preparondos disolucionesde diferenteconcentraciónde

producto5P525 (3 y 10 mg/mí> en 10 ml. de tampón Tris/HCI 0,1M (pH=8,0). A cada

disolución fueronañadidos1,5 gramosde sílice activadaconTCT, y la mezclase mantuvo

conagitacióna 40Cdurante6 horas.

Ademásde estosderivadospreparadosen nuestrolaboratorio, la casaNovo Nordisk

Bioindustrias(Madrid, España)nossuministrógratuitamentederivadosinmovilizadosde esta

lipasabajo las denominaciones:

a) SP43SA:LBCA inmovilizada sobre la resma LEWATIT OC 1600 (CasaBayer), de

carácterpolimérico. Las especificacionestécnicasdel derivado sólo informabansobre su

actividaden la síntesisde lauratode propilo (12000PLU>.

b) Novozym435: LBCA inmovilizadasobreuna resmaacrílicamacroporosa(LEWATIT E).

Laspartículasdel productosonde un tamañocomprendidoentre0,3-0,9mm de diámetroy

sudensidad430 Kg/m3, y puedeserenviadocon un contenidoenaguadel 1-2% (P/P). El

derivadoposeíaunaactividadde 7000 PLU.

¡¡.2.6. Actividad enzimáticade los derivados inmovilizados.

Se determinó la actividad retenida de los derivados inmovilizados respecto de la

enzimasoluble. Se siguió la metodologíadel, apartado 11.2.3 para determinar la actividad de

los derivadosde lipasa de Candida rugosa y de lipasa13 de C. antarctica. Para ello, se

adicionóunacantidadde derivadoinmovilzado ( P gramos cuyo contenido en lipasa no debe

sobrepasarla cantidadútil determinadacon las lipasasnativas)a 5 ml. de tampónTris/HCI

ImM (pH=7,5 parala LCR y pH=7,0 parala LBCA) enel reactordel pHstato,y sedejó

homogeneizary atemperara 350C (LCR) ó 370C (LBCA> durante5 minutos. Tras la

inyeccióndel sustrato,trioleina o triacetinasegúnla lipasa,se midió la actividadenzimática

dehidrólisis valorandocon disolucionesde sosa0,005 N durante10 minutosen el pHstato

en las condicionesdescritasen el apartado11.2.3.

La actividad retenidase expresacomo el porcentajede actividad que presentala
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enzima inmovilizada con respectoa la enzimanativa en las mismas condiciones. En la

mayoríade los casosestaactividadesmenordel 100%, esdecir la enzimapierdepartede

suactividad,petoesmuchomásestablefrentea la desactivacióntérmica.

11.2.7.Termoestabilidad de los derivados inmovilizados.

Se realizó un estudio comparativode la estabilidad térmica de los derivados

inmovilizadosobtenidosfrente a la enzimasoluble. Paraello sealmacenaron(P gramosde

derivadocon la mismacantidadde enzimaen todoslos ensayos)en condicionesextremasde

temperatura(5O’C) en presenciadel tampón de trabajo. Cadacierto tiempo despuésdel

almacenamientose midió la actividadresidualen hidrólisis. Las condicionesde los ensayos

de actividadfueron idénticasque en el apanado11.2.6.

Los valores de actividad en función del tiempo, se ajustarona una ecuaciónde

decrecimientoexponencialsimple [31,o a unaecuaciónde decrecimientoexponencialdoble

[4], segúnel caso.

A=A0. ekL+A1 [3]

A=A1.e k1ÉAe~k2t [4]

Para explicar los resultadosse acudió al modelo de desactivaciónde Henley y

Sadana’
39,representadoen el Esquema14:

dondek
1 y k2 son las constantescinéticasde desactivación;E, E1 y E2 son la enzimay los

intermediosqueaparecendurantela desactivación,y a, y a2 son las relacionesentrelas

actividadesespecíficasE,/Ey E2/E, respectivamente.Estosautoresasumenque la actividad

Esquema14. Esquemade desactivaciánenzimática.
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enzimática,A, a un tiempo t esel promediode las actividadesespecíficasde cadaestado

(ecuación15]), siendo E0 la actividadinicial a tiempo t=Q.

A= E+«1.E1+a2.E2 [5]
E0

Esta actividadpuede escribirse,en función de los parámetrosiniciales como [6],

ecuaciónen la que se asumendecrecimientosexponencialessimples para describir la

desactivación,y dondea2 y a1 se expresanen tanto por ciento.

a1.k1 a2.k21 .ekit+[ «2.k1
k2—k1 k2—k1 k2—k1 1c2—k1 .e [6]

Las curvasde desactivaciónobtenidascon los datos experimentales,se ajustaron

mediantela utilización del programaSIMFIT
1’& A partir de estasecuacionesajustadas,se

calcularonlas coeficientesde desactivaciónk
1 y k2, los valoresde actividadA~, las relaciones

a1 y a2, la vida media (t112) y el factor de estabilización(F). Este factor se definecomo la

relaciónentre la vida media del derivado inmovilizadoy la vida media de la enzimaen

soluciónen lasmismascondicionesdealmacenamientoy conla mismacantidadde proteína.
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11.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

11.3.1. INMOVILIZACIÓN DE LA LIPASA DE Candida rugosa

En un primer momento se determinóla cantidad óptima de enzima comercial a

emplearencadaensayo.Estacantidadse encuentraenel intervalo en el cual la actividades

directamenteproporcionala la concentraciónde lipasa.A partir de un determinadovalor de

concentraciónde enzima, la actividadpermanececonstante.Con la lipasade C. rugosa, la

respuestafue lineal hastaalcanzarel valor de 0,4 mg/ml de polvo comercial(Figura 10>. A

partir de estosresultadosseestablecióel valorde0,3 mg/mlcomola concentraciónde lipasa

adecuadapararealizartodos los ensayosde hidrólisis.

3

o

o
o

-e

o

o

2

mg LCR / ml

Figura 10. Variación de la actividad enñmáticacon la concentraciónde LCR.

11.3.1.1.Inmovilización sobre soportesorgánicos.

1. AGI4ROSA TOSIL4DA. En la inmovilizaciónde la LCR, seempleóla agarosade BioRad

(Biogel A-150 nm, 100-200mesh)activada medianteel método del cloruro de p-toluen

sulfonilo, descritopor nuestrogrupo en la inmovilización de nucleasas’41(Esquema11>.

0.0 os 1.2
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En el caso particular de las nucleasas,la inmovilización se producepor reacción

exclusivade los grupose-aminode las lisinas situadasen la superficiede la enzima. En

cambio, las lipasassonglicoproteinasque poseenazúcaresen su estructura,con lo que la

inmovilizaciónpuedeocurrir tantoporsustituciónnucleofílicacon intervenciónde las lisinas

como por acción de los gruposalcohólicosprimarios de los polisacáridospresentesen la

enzima. Los resultadosde la inmovilización de la lipasade C. rugosa sobre la agarosa

tosiladaaparecenen la Tabla 10.

Tabla 10. Inmovilización de la lipasa de C. rugososobre agarosatosiladt

Grado de acÉivación: 8,8¡nnolesde tosilo ¡ g. de soporte; b Referido a la cantidad de polvo de lipasa comercial

afiadido en la inmovilización; ‘Actividad lipásica medida con trioleina.

El pH del medioen el que se efectúael procesode inmovilización(LCR-A-1, A-2 y

A-3) influye tanto en la cantidad de lipasa unida como en la actividad retenidade los

derivados. Un aumentoen el pH se traduceen un aumentoen el porcentajede enzima

inmovilizada,debidoal carácterbásicode los grupose-NH2 de las lisinas superficiales.En

cambio la actividaddel derivadodisminuyeconel pH de inmovilización, posiblementepor

un cambioconformacionalen la estructuraproteicainmovilizada.Teniendoencuentaestos

datos,se establecióel pH=8,O comoel valor de compromisopara la inmovilización de la

lipasade C. rugosa.Enestascondiciones,al aumentarla cantidaddeenzimaañadidadurante

el procesode inmovilización (LCR-A-4 -~ A-8) seconsigueun máximodel 52% de enzima

unida a la agarosa (LCR-A-6), que se corresponde con una carga enzimática de 32,5 mg de

lipasa por ml. de gel húmedo. La carga máxima que la agarosapuede admitir está

Derivado pH mg afiadidasl lnnrnvilizaciónb Actividad

ml agarosa (%) (mg/ml gel) retenida’ (%)

LCR-A-1 7 25 12 3 82

LCR-A-2 8 25 29 7,2 76

LCR-A-3 9 25 43 10,7 24

LCR-A-4 8 37,5 32 12 75

LCR-A-5 8 50 45 22,5 70

LCR-A-6 8 62,5 52 32,5 75

LCR-A-7 8 75 40 30 73

LCR-A-8 8 100 35 35 76
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comprendidaentre30 y 35 mg/ml. de gel. Estosvaloressonsuperioresa los descritospor

otros autores,comopor ejemploKilara y cols.’” que emplearonla sefarosa48 activada

medianteel métododel bromocianógeno(0,5 mg de lipasa/ml.de gel); Oteroy cols)’6 que

optaronpor la sefarosa613 activadamedianteel métododelglicidol (1,25 mg lipasa/ml.gel)

y finalmenteShawy cols.’03, queutilizaronla quitina tosiladay activadacon ácido6-amino

hexanoico(19 mg lipasa/ml. gel) para inmovilizar estamismalipasa.

Los altos valoresde actividadretenida(73-76%)obtenidos,nos hacenconcluir que

estemétodode inmovilización no alteraapreciablementeel centroactivode la lipasay/o su

forma de unióna la interfase,yaque, dadoel carácterhidrófilo del soporte,la enzimasigue

encontrándoseen agua,situaciónanálogaa la de la enzimanativa.

2. ZURO DE MAÍZ TOSILIDO. Debido a su naturalezacelulósica,el zuro de maíz es un

excelentesoporte,que ya ha sido empleadoen la inmovilizaciónde nucleasas’42.La reacción

con cloruro de p-toluensulfonilo se utilizó parala activaciónde los dos tipos de zuro que

diferían en el tamañode partícula.Los resultadosde la inmovilización de la lipasade C.

rugosasobrelos zurostosiladosapareceen la Tabla II.

Tabla 11. Inmovilización de la lipasa de C. rugosasobre zuro tosilado.

aReferido a lacantidad de polvo de lipasacomercialañadidoenel procesodeinmovilización; bActividad lipásica

medida con trioleina; ‘Activación del zuro pequeño: 32,5 ¡¿moles tosilo/g. de soporte; dActiv»¿~ióndel zuro
grande: 15,6 ¡imoles de tosilo/g. soporte.

Soporte Derivado mg afiadidos/ lnmovillzación’ Actividad
(diámetro) g.savorte (%) (mglg sop.) reteuidab (%)

LCR-Z-1 62,5 25 15,6 33

ZURO’ LCR-Z-2 125 38 47,5 25

(0,5-0,8 mm) LCR-Z-3 250 64 160 2
LCR-Z-4 375 80 300

LCR-Z-5 500 67 335 1

LCR-Z-6 50 49 24,5 16

ZURO’ LCR-Z-7 62,5 63 39,4 18

(2-4 mm) LCR-Z-8 125 68 85 17

LCR-Z.9 250 82 205 10

LCR-Z-10 375 80 300 5
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Al compararlos resultadosobtenidoscon los dos tipos de zuro de maíz para una

mismarelacióncantidadlipasa/g.soporteal comienzodel procesode inmovilización(LCR-Z-

1 y Z-7), sepuedeobservarcómoel zuro tosiladode tamañograndede partículaescapazde

inmovilizar mayor cantidadde lipasa (63%) que el zuro de tamañopequeñode partícula

(25%). En estos derivadosla actividad retenidano difiere ostensiblemente(18 y 25%,

respectivamente).A medidaque se aumentala cantidadde enzimaal comienzodel proceso

de inmovilización,el porcentajede lipasaunidaesmayorhastaigualarvalores(LCR-Z-4 y

LCR-Z-1O>, pero los derivadospierdenactividadde forma drástica.

La disminución de actividad que presentan aquellos derivados preparados con altas

cargasenzimáticasse debea la formaciónde agregadosen multicapasde estaglicoproteina

sobre el soporte. El pequeñoporcentajede actividad que retiene el derivado se debe

exclusivamentea aquellasmoléculasde lipasa que se encuentranen superficie sobre las

demás,y que puedencatalizarla reacciónde hidrólisis del sustrato.

Estosresultadosnosindicanque el zurode maízesun mal soporteparaestaenzima.

11.3.1.2. InmovilizaciÓn sobre soportesinorgánicos.

En la inmovilización de la lipasade Candida rugosa se emplearontanto sílice como

alúminaactivadamedianteel métodode la triclorotriazina.La uniónde la enzimaal soporte

se ilustraen la Figura 11. Los resultadosde estainmovilizaciónaparecenen la Tabla 12.

Tabla 12. Inmovilización de la lipasa de C. rugosa sobre soportesinorgánicos activadoscon triclorotriazina

‘Grado de activación: 0,19g. de TCT/g. de alúmina; bGI~O de activación: 0,24g. de TCT/g. de sílice.

Soporte Derivado mg ~adidosI Inmovilización Actividad

g. soporte (%) (niglg sop.) retenida <%)
LCR-AL-I 100 40 40 41

ALÚMINA’ LCR-AL-2 200 24 48 35

LCR-AL-3 400 27 108 26

LCR-S-1 100 51 51 69

SILICEb LCR-S-2 200 31 62 66

LCR-S-3 400 37 148 44
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Figura 11. InmovilizaciÓn de la lipasa sobre soportesinorgánicos activados con triclorotriazina.

En primer lugarpodemosobservarcómola cantidadde lipasaunida(enmg) aumenta

conla cantidadde enzimaañadidaal inicio de procesode inmovilizacióny vienedeterminada

por el grado de activación del soporte. En todo caso, es convenienteañadir pocacarga

enzimáticainicialmentea la vista de los valoresde porcentajede lipasainmovilizada.

La disminuciónde la actividadretenidade los derivadosinorgánicosse debea la

formaciónde agregadosen multicapa,como sucedíaconel zuro de maíz tosilado.

Al compararestosderivadoscon los anteriormentedescritos,puedeapreciarsecómo

losderivadospreparadossobresílice (LCR-S-1 y S-2)contienenmayorcargaenzimática(51-

62 mg lipasalgsoporte)que los de agarosa(30-35 mg lipasaigsoporte),aunquesu actividad

retenidaesligeramenteinferior (un 66-69%frentea un 73-76%)en la hidrólisisde trioleina.

Segúnestosdoscriterios de valoración,podemosafirmarque los derivadosde LCR

obtenidoscon sílice activadavia TCT y conagarosatosiladason los más interesantes.

11.3.1.3.Estabilidadtérmicade los derivados de lipasa de C. rugosa.

Todoslos derivadosinmovilizadosde lipasade C. rugosadescritosen los apartados

anteriores,sepuedenconservarduranteal menosun mesen neveraa40C, sinque existauna

pérdidaapreciablede actividad.

Se establecióunatemperaturaextremade almacenamientode 500C pararealizarun

estudio de estabilidadfrente a la desactivacióntérmica. Las curvas de desactivación
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enzimáticade la lipasacomercial nativa e inmovilizada seajustarona unasecuacionesde

decrecimientodobleexponencial(Tabla 13).

Tabla 13. Desactivaciónenzimática a 50’C de los derivados inmovilizados de LCR.

‘T~>to por ciento de actividad referido al valor inicial. b Porcentaje de actividad del estado intermedio E1 con

respectoa la actividad inicial, ‘Factor de estabilización.

De los resultadosde la Tabla 13 y segúnel modelo de Henley y Sadana’
39(ver

apartado 11.2.7), se deduce que la lipasa nativa e inmovilizada sufre una primera

desactivaciónque la conducea un estadotodavíaactivo (a
1 * O> el cual, a continuación,se

desactivatotalmente(a2 = O). En todos los casos, la desactivaciónse ajusta al caso2 del

modelo, en el cual k1 > k2.

Comoprincipalesconclusionespodemosdecirque:

1) La lipasade C. rugosacomercialen estadonativosedesactivaendospasosconun estado

intermedioE1 que poseeun 66% de actividadcon respectoa la enzimaoriginal. El primer

Derivado A1~ k1 (11’) A2 k2 (Ir’) t112 (ti) F’

Nativa 32,9 19,9 67,1 0,44.6 66 0,5 1

LCR-A-2 28,2 0,737 72,1 0,011 71 26 52

LCR-AA 26,4 0,765 74,0 0,014 73 27 54

LCR-A-5 29,7 0,774 70,6 0,019 68 18 36

LCR-A-6 27,8 1,091 72,5 0,021 71 18 36

LCR-A-7 29,8 1,061 70,4 0,023 69 16 32

LCR-A-8 32,3 0,660 70,1 0,023 68 16 32

LCR-Z-2 6,41 1,084 93,6 0,011 93 42 84

LCR-Z-3 6,00 0,334 94,7 0,013 91 50 100

LCR-Z-5 12,75 0,294 87,5 0,035 77 44 88

LCR-Z-S 52,5 0,498 47,9 0,032 45 4 8

LCR-Z-9 64,0 0,256 37,4 0,053 30 4 8

LCR-tíO 89,2 0,135 11,5 0,018 10 6 12

LCR-S-l 29,4 1,095 70,6 0,040 68 16 32

LCR-S-3 51,0 0,215 49,3 0,004 48 19 38
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pasoesfulminante(k, = 19,9li’) hastallegar al intermedio,el cual sedesactivarápidamente

(k2= 0,446 1v’)

2) Con la inmovilización se consigue estabilizar a la enzima ya que disminuye

considerablementeel valor de k2, y tambiénse produceuna disminucióndel valor de k,. Si

nosfijamos en cadatipo de derivadoenparticular,vemosque:

a) El comportamientode los derivadosobtenidoscon agarosatosilada es similar

(Figura 12), de maneraquesufrenunaprimeradesactivación(de orden20 vecesmenorque

la enzimanativa, segúnsusvaloresde k1) hastallegaral mismointermedioE1, con un 70%

aproximadamentede actividad con respectoa la inicial. Este intermedio se encuentra

estabilizadoy se desactivalentamente,al teneruna k2 muy pequeña.El incrementoen la

cargaenzimática(LCR-A-2 a LCR-A-8, Tabla 10) disminuye la estabilidadtérmica. Este

hecho sedebea la formaciónde un mayor númerode unionesenzima-soporteen aquellos

derivadospreparadosconmenorcantidadde lipasa(LCR-A-2 y A-4), de tal forma que E1

tiene mayor resistenciaa la desactivacióntérmica(el valor de k2 disminuyeaúnmás).
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Figura 12. Desactivacióna 50
0C de los derivadosinmovilizados de LCR sobre agarosatosilada.

2) Los derivadospreparadosconzuro tosiladode menortamañode partícula(LCR-Z-3 y Z-

5; Figura13) sonmástermorresistentesque aquellosobtenidosconel zuro de mayortamaño
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Capítulo II: Inmovilización de lipasas

(LCR-Z-8, Z-9 y Z-IO; Figura 14>, y a su vez, másestablesque lospreparadoscon agarosa

tosilada. La razónestribaen que estosderivadosalcanzan,tras una primeradesactivación,

un estadointermedioE, conun 90% de actividad,lacualdisminuyelentamente.No obstante,

estosderivadoscarecende utilidad prácticadebidoa su bajaactividadretenida(Tabla11).

Zuro PeqneAoTosikdO 1
• LCR

•
• LcR-Z3

A LcR-Z-5

Figura 13. Desactivacióna 500C de los derivados inmovilizados de LCR sobre zuro pequeño tosilado.

Figura 14. Desactivacióna 500C de los derivados inmovilizados de LCR sobre zuro grande tosilado.
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3) En la desactivaciónde los derivadospreparadossobresílice activadaconTCT (Figura 15),

el intermedioE1 del derivadoobtenido con menorcargaenzimática(LCR-S-1) tiene más

actividad(a1=68%) queel derivadoobtenidocon mayorcargaenzimática(LCR-S-3 con un

a1 = 48%). En el primer casono hay tanta formación de agregadosde lipasa y la unión es

fundamentalmenteen monocapa,por lo que LCR-S-1 esmásactivo y estable.
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Figura 15. Desactivaciána 50’C de los derivadosinmovilizados de LCR sobre sílice activada con TCT.

Comoconclusión,podemosdecirque la inmovilizaciónproduceunaestabilizaciónde

la lipasanativa de C. rugosaen todos los derivadosobtenidos.Estaestabilizaciónse debe,

evidentemente,a una restricciónen los gradosde libertad de la proteínapor efectode la

uniónal soporte.Conclusionesanálogasse hanpropuestoen la inmovilizaciónde la misma

lipasasobrediferentespolímeros
129.

La menorestabilidadde los derivadosobtenidosal inmovilizar sobresílice (LCR-S-1

y S-3) respectoa los obtenidospor inmovilizaciónsobreagarosa(LCR-A-4) sedeberíaa las

condicionesde ensayo(500C y derivadosin liofilizar). En estascondiciones,la sílice, al ser

un soporte hidrófobo, favoreceuna mayor concentraciónde aguasobrelas moléculasde

enzima. De estemodo, las moléculasde aguachocanlibrementecontra la proteínay la

enzimase desnaturalizamás rápidamente.Porel contrario, la agarosaretienemásagua,al

serun soportemuy hidrófilo, y preservaa la enzimade serdesnaturalizada.

SiIkeacUvada 1
Co.trklororian,a

• LCR

A LcR-S-i

•
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11.3.2. INMOVILIZACIÓN DE LA LIPASA B DE Candidaan¡arctica

Se determinóla concentraciónóptimade lipasacomercialdentrodel intervalo en que

la actividadenzimáticaesproporcionalala cantidadde enzimaañadidaen el ensayo(Figura

16). La respuestafue lineal hastaalcanzarun valor de 0,15 mg de SPS2S/ml;por tanto, los

ensayosse realizaronconcantidadespordebajode estevalor de concentración,tanto con la

enzimaen solucióncomo inmovilizada.

1
o
0

4

1
2

Figura 16. Variación de la actividad enzimática con la concentraciónde LHCA.

En la inmovilización de la lipasa13 de C. antaretica se han empleadotanto soportes

orgánicoscomo inorgánicos,activadossegúndiferentesmetodologías.Por un lado, como

soportesorgánicos,seha recurrido a sefarosascon gruposactivadosde diferentelongitud;

y porotro lado, sehanutilizado sílice y alúminaactivadascon triclorotriazinacomosoportes

inorgánicos.Los resultadosde la Tabla 14, nosconducenalas conclusionesquesecomentan

en los dos siguientesapartados.

e
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Tabla 14. Inmovilización de la lipasa H de Candidaantarctica.

Derivada Soporteactivada mg afiadidos/ Inmovilización’ Actividad
g. soporte (%) (mg/g sup.) Retenida~ (%)

LBCA-SE-l Sefarosaepox¡activadt 15 44 6,6 39

LBCA-SE-2 Sefarosaepoxiactivadt 50 18,4 9,2 49

LBCA-ST-l Sefarosatresiladab 15 42,5 6,4 72

LBCA-ST-2 Sefarosatresiladab 50 27,4 13,7 28

LHCA-S-1 Sílice-lCr 20 90,2 18,1 38

LBCA-S-2 Sílice-lCr 67 48,8 32,5 31

LBCA-AL-1 Alúmina-TCt 67 9,3 6,2 17

19-40 gíeq de grupos oxirano/nil gel húmedo, bGrado de activación no suministrado por la casa comercial

Pliannacia;‘024 g TCT/g sílice, ‘0,19 g TCT/g alúmina, ‘referido a la cantidadde SP525añadidoen el
procesode inmovilización,~actividadenzimáticaen hidrólisis de triacetina.

11.3.2.1. InmovilizaciÓn de la LBCA sobre soportesorgánicos.

1) Lacantidadde lipasa13 inmovilizadasobresefarosaesmenorque la que seobtuvo

en el casode la lipasade C. rugosacomercial sobreagarosatosilada(30-35 mg, Tabla 10).

Este hecho ha de atribuirse a que la lipasa 13 de C. antarctica se ha inmovilizado pura,

mientrasque el polvo comercial de LCR contienemuchasimpurezasy sóloun 3% de lipasa

pura. J.M. Moreno143demostróque el aumentoen el gradode purificaciónde estaúltima

lipasa, disminuye la cantidadde enzimapura unida a un soporte duranteel procesode

inmovilización. Posiblemente,los glicopéptidosy otrasmoléculasqueacompañana la lipasa

de C. rugosa enel preparadocomercial, favorecenla unión de la enzimaal soporte.

2) El tipo de sefarosa(4B ó 613) y la longitud del brazoespaciador(12 átomosde

carbonopara la sefarosa613 epoxidaday ningunopara la 4B tresilada) no influye en la

cantidadde lipasa inmovilizada, tanto si se utiliza mucha o poca cargaenzimáticaen el

procesode inmovilización.En la inmovilizaciónde la LCR sobrediferentespolímeros,Shaw

y co1s.’~ observaronun comportamientodiferente, en el que la cantidad de lipasa

inmovilizadavariabasegúnla cadenaunidaa la matriz. En esteestudio,la cantidadde lipasa

inmovilizadaeramenoren soportescon un brazoespaciadorde 2 carbonosqueenaquellos

con 6 ó 12 carbonos.Sin embargo,el brazoespaciadorenzima-soporte,si pareceinfluir en
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la actividad retenidade los derivadosobtenidoscon las sefarosasactivadas.Un brazolargo,

comoen el casode la sefarosaepoxidadapermitecambiosconformacionalesen la enzima

(LBCA-SE-1>, lo que no sucedecon la sefarosatresiladaen la que el brazo más corto

posibilitaunamayorrigidezde laproteínay, portanto, unamayorestabilidad(LBCA-ST-1).

En este último caso, si se aumentala cantidadde lipasaen el procesode inmovilización

(LBCA-ST-2), aumentala cargaenzimática,pero disminuye la actividadpor formaciónde

agregadosen multicapa.

11.3.2.2. InmovilizaciÓn de la LBCA sobre soportes inorgánicos.

En primer lugar podemosobservarcómo la alúmina activadacon TCT no es un

soporteadecuadoparala inmovilización de la LBCA, debidoa los resultadostan bajosde

inmovilización y actividad retenida.

Encambio, la sílice escapazde admitirmayorcargaenzimática,lacual seincrementa

al aumentarla cantidadde lipasaañadidaal comienzode la inmovilización. Los valoresde

actividad retenida de los derivados en sílice nos indican la formación de agregados

enzimáticosen multicapa, como sucedíacon la lipasa de C. rugosa (Tabla 12). Estos

agregadosse hanvisualizadomediantefotografíasde microscopiaelectrónica(Figura 17).

11.3.2.3. Estabilidad térmica de los derivados de lipasa B de C. antarctica.

Se realizó un estudiocomparativode la termoestabilidada 500C de los derivados

inmovilizados de LBCA preparadosen nuestro laboratorio,los suministradospor la casa

Novo Nordisk y la lipasa nativaen solución. De los resultadosde la Tabla 15, se puede

deducirque:

1> La lipasa soluble sufre una desactivación térmica de tipo exponencial simple; es

decir, sigueel caso1 del modelode Henley y Sadana,enel cual a
1=0,a2=0y k2=0. Por

tanto, la lipasa 13 de C. antarctica pierdetotalmentesu actividaden un solopaso, mientras

quela lipasade C. rugosalo haceen dospasoscon la apariciónde un estadointermedioque

sedesactivamáslentamente.Estadiferenciade comportamientose debeatribuiral gradode

purezade la enzimao/y a la rupturadé los puentesdisulfurodentrode la estructuraproteica.
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a)

b)

Figura 17. MicroscopIa electrónica: a) sílice activada con TCT; b) lipasa B
de C. anrarctica inmovilizada sobre sílice (escala: 1cm = 5 ~¿m).
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Por un lado, la lactosaque contieneel preparadocomercial de LCR’32, y qu está

ausenteen la LBCA, podríaestabilizara la proteína.Por otro lado, la rupturade puentes

disulfuro,condiferenteubicaciónencadaunade las lipasas,alteraríalaestructurasecundaria

y terciariade la proteínade diferentemanera.Deestaforma, la rupturadel puentedisulfuro

cys
218-cys258presenteen la LBCA seríaletal, ya que alteraríauna zonade la proteínaque

forma la cavidaddel centroactivo. Por el contrario, la LCR poseeen total dospuentes

disulfuro (cys~-cys~y cys~-cys277)alejadosdel centroactivo,por lo quesu rupturano seda

tan letal y daríalugar a unaespeciemolecularde menoractividadcatalítica(Tabla 14).

Tabla 15. Desactivaciónenzimática a 50
0C de los derivados inmovilizados de lipasa 8 de C. antarctica.

2) Los derivadosde LBCA preparadospor unión covalenteen nuestrolaboratorio,

siguenun modelo de desactivaciónexponencialdoble (Figuras18-20). Segúnlos modelos

propuestos,los derivadosse desactivansegúnel caso 2, dondek
1 > k2, y en el cual el

intermedioE1 estáligeramenteestabilizadoal poseeruna1<2 tanpequeña.En la preparación

de los derivadossobresílice, un aumentoen_lacargaenzimáticatieneun efectoposterioren

la estabilidadde la lipasa.Unacargamayorduranteel procesode inmovilizaciónorigina una

unión de moléculasde enzimaen multicapa, y el derivadoposeeun intermediocon baja

actividad (LBCA-S-2 con a1=23%). Sin embargo,en el derivadoLBCA-S-1, la unión

fundamentalmenteserealizaen monocapay su intermedioposeemayoractividad(a1= 86%).

Derivado A, k,(h’) A2 k2Qf’) a1 t,12 <ti) F

Nativa 98,9 1,30 0 0 0 0,5

LBCA-SE-1 43,6 1,80 56,0 0.03 55 4 8

LBCA-SE-2 57,8 0,70 43,3 0,06 40 2,5 5

LBCA-ST-l 52,8 1,01 47,2 0,01 47 2,5 5

LBCA-ST-2 27,6 0.56 73,3 0.08 63 4,5 9

LBCA-S-í 12,5 0.85 87,8 0,02 86 24 48

LBCA-S-2 74,0 0,42 24,6 0,01 23 2,5 5

SP43SA 46,7 4,10 52,6 0 53 0,5 1

Novozym435 101 0,05 0 0 0 14 28
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Figura 18. Desactivacióna 500C de los derivadosinmovilizados
de LBCA sobre sefarosa68 epoxidada.

16

Figura 19. Desactivacióna S0’C de los derivados inmovilizados
de LBCA sobre sefarosa48 tresilada.
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Capitulo II. Inmovilización de lipasas

Figura 20. Desactivacióna 500C de los derivados inmovilizados
de LBCA sobre síliceactivada con triclorotriazina.

Figura 21. Desactivacióna 50<’C de losderivados inmovilizados
de LHCA sobre resinas, administrados por Novo Nordisk.
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3) Ladesactivaciónde los dosderivadossuminstradosporNovo NordiskBioindustrias

S.A. escompletamentediferente(Tabla 15 y Figura 21). Estehechose debea la diferente

estructurade los soportesdondelaenzimaseencuentrainmovilizada,comosepuedeapreciar

en las fotos de microscopiaelectrónica(Figuras22 y 23).

Despuésde una rápida desactivación,el derivado5P435A mantienesu actividad

durantemuchotiempo. Estetipo de desactivaciónseguiríael modelo3 de Henleyy Sadana,

enel cual a2=0 y 1<2=0. Al poseerun valor nulo de k2, el intermedio E1 (a1=53%), está

muy estabilizado.Estagran estabilidadse debea la localizaciónde la lipasa,que va alojada

enunasgrandescavidadesquepresentael soporte(Figura22b) dondese encuentraa refugio

de serdesnaturalizadaporefectode la temperatura.

El soportebase de Novozym 435 es bien diferente al de SP43SA. Son pequeñas

esferasdondela lipasaseencuentraadsorbidaensuperficie(Figura23). La fragilidaddeestas

esferitas (se desmenuzancon una agitación continuadaen reactor) junto con la gran

exposiciónde la lipasaal medio, explicansu mayor desactivacióntérmicaen comparación

con 5P435A. Novozym 435 sufre una desactivaciónde tipo exponencialsimple sin la

apariciónde ningún estadointermedio(caso 1, a1 =0, a2=0 y k2 =0>. El hechode que la

enzimase encuentreadsorbidaen superficie,sin nigunaprotección,haceque el patrónde

desactivaciónseaanálogoal de la enzimaen estadonativo, peromás lento.
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a)

19

Figura 22. Microscopia electrónica del derivado SP43SAde lipasa B
de C.antnrctica.Ja)sscala:lcnrsz 200 t¿rn; (1» escala-lrm =

50-psn.
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a)

b)

Figura 23. MicroscopIa electrónica del derivado Novozym 435.
(a) escala:1cm = 200 gm; (b) escala: 1cm = 20 gm.

77





CapítuloIII:

Lipasasinmovilizadas
empleadasenmediosorgánicos





Introducción

111.1. INTRODUCCIÓN

111.1.1. CATÁLISIS ENZIMÁTICA EN MEDIOS ORGÁNICOS.

El aguaes el medio donde las enzimasactúannormalmentedurante los procesos

biológicos. En esta situación, las enzimasse pliegan de tal forma que los aminoácidos

apelaressesitúanen el interior, mientrasque los residuos polaressecolocanen la superficie,

dondeseencuentranhidratados’45.Esteefectono existeen el senode un disolventeorgánico,

enel cual los residuosapolaresson solublesy los hidrófilos yio cargadossoninsolubles,con

lo que la enzimaespropensaa replegarsede forma inversaa su estadonatural. Todosestos

hechos plantean la siguiente pregunta: ¿ cómo son capacesla enzimasde retenersu

actividadcatalíticaen un medioorgánico?.

Este comportamiento,en principio inusual, se ha explicado de diversasmaneras.

Todasestasexplicacionescoincidenen señalarque la estructuraenzimáticaen el medio

orgánicopermaneceinalteraday, por tanto, la enzimamantienesu actividad.

Por ejemplo, algunosautoresafirmanque la enzimanativaen el senodel disolvente

orgánicosufre un posible atrapamientocinético, debido a las interaccioneshidrofóbicas

producidaspor la bajaconstantedieléctricadel medio, lo quemantieneinalteradala estructura

de la proteína.Esta rigidez enzimáticaseha comprobadoen la proteinasaa-lítica mediante

complicadastécnicas de RMN de deuterio en estado sólido’”, y también en la a-

quimotripsinamediantetécnicasde resonanciade 5pm electrónico”7.Estarigidez explicaría

la gran estabilidadtérmicade las enzimasen mediosno acuosos.

Otrosautoreshancomprobadoque, despuésde liofilizar unadisoluciónde enzima,

ésta permanececon la conformaciónque poseíaal pH de la disolución de partida. Dicha

conformaciónse mantienecuandola enzimaliofilizada seempleaen disolventesorgánicos
148

anhidros
Finalmente se ha logrado comprobar,medianteel análisis de los diagramasde

difracciónde RayosX, quela estructurade la subtilisinaCarlsbergcristalizadaenacetonitrilo
‘49anhidroes idénticaa la de la enzimaobtenidaenagua

Si
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lII.1.1.1. Ventajas de la catálisis enzimáticaen un medio orgánico.

El empleode las enzimasen mediosorgánicospresentalas siguientesventajasfrente

a su utilizaciónen mediosacuosos:

1. se puedenrealizarreaccionestermodinámicamenteimposiblesde llevar a caboen agua;

2. se incrementala solubilidadde reactivosapolares;

3. se produceun desplazamientodel equilibrio termodinámicoa favor del proceso’50;

4. la recuperaciónde los productosde la reacciónen disolventesde bajopuntode ebullición

esmássencilla’51

5. se produceuna mejorade la estabilidadtérmicade las enzimas.Lasenzimasdisueltasen

agua se inactivancuando se las sometea altastemperaturas,debidoa un desplegamiento

parcialde la proteínay a lasalteracionesdentrode la estructurasecundariade la molécula’52.

En todos estosprocesosde desactivaciónintervieneel aguaque, al chocarcon la proteína,

provocasu cambioconformacional.Este hecho llevó a pensarque en medios anhidrosla

estabilidadde la enzimaa temperaturasaltas, mejoraría. Estahipótesis fue confirmadapor

Zaksy Klibanov en 1984. Estosautoresobservaroncómola lipasapancreáticaporcinaperdía

totalmentesu actividad en pocos segundosen un medio acuosoa 1000C. En cambio

suspendidaen tributirina anhidra y heptanol a la misma temperatura, incrementaba

sorprendentementesu vida mediahasta12 horas’53.

6. al ser insolublesen el medio orgánico,las enzimasse puedenrecuperarmedianteuna

simple filtración;

7. no hay posibilidadde contaminaciónbacteriana.

8. seevitan reaccionessecundariasprovocadaspor el agua,como son la hidrólisis de los

anhidridosde ácido utilizadoscomoagentesacilantes,o la polimerizaciónde las quinonas,

utilizadascomoregeneradorde cofactores;

9. aquellas enzimas inmovilizadas por adsorción sobre superficies no porosas no se

desprendendel soportecuandose empleanen un medio orgánico. Por tanto, no hacefalta

recurrir a la inmovilización por enlacecovalenteni a otros métodosde atrapamientode

enzimas,más complejosque la adsorcióny necesarioscuando se trabajacon enzimasen

mediosacuosos.
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111.1.1.2.Aplicacionesde las enzimashidrolíticas en procesosde síntesis.

De los seistipos deenzimasexistentes,las hidrolasas(proteasas,esterasasy lipasas)

son las másempleadasen SíntesisOrgánicapor las siguientesrazones:

1) la fácil adquisiciónde enzimashidrolíticasde muy diversoorigen;

2) su gran estabilidaden mediosno acuosos;

3) no suelenrequerircofactorparaser activas.

Comoresultado,másdel 60% de todaslas biotransformacionesde compuestosno naturales

descritasdurantelas dos últimas décadasse han realizadocon hidrolasas(Figura24).

r— LIPASAS

Liasas
Transferasas
Isomerasas

Esterasas—

Oxigenasas

~— Otras enzimas

\.~ Oxidorreductasas

Figura24. Enzimasempleadasenbiotrausformaciones.

Las enzimashidrolíticasse puedenempleartanto en medioacuosocomoen medios

orgánicos.En el primer caso, las hidrólisis catalizadaspor las hidrolasastienenun interés

limitado en SíntesisOrgánica;sin embargoestasenzimas,en un medio orgánico,catalizan

una gran variedad de reacciones sintéticas: esterificaciones, interesterificaciones,

lactonizaciones,tiotransesterificaciones,aminolisisy oximolisis.

Nitrilasas —W Otrasbidrolasas
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111.1.1.3.Elección de disolvente.

De todos los parámetrosquecaracterizana un disolventeorgánico: coeficiente de

solubilidad de Hildebrand(5), la constantedieléctrica (e), el momento dipolar (ji) o el

coeficientede particiónP (enel sisteman-octanol/agua),etc.,ésteúltimoesel queejerceuna

mayorinfluenciaen la actividadcatalíticade la enzima”’. Así seha podidocomprobarcómo

la actividadenzimáticaesbajaen disolventescuyo logP<2,moderadasi 2 < logP < 4, y

alta si el logP>4.Aquellosdisolventesconun logP mayorde 4, no alteranla capade agua

esencialsituadaalrededordel biocatalizador,con lo que éstepermaneceactivo.

111.1.2. LA IMPORTANCIA DEL AGUA EN LAS REACCIONES
BIOCATALIZADAS EN UN MEDIO ORGÁNICO

La presenciadelaguaesfundamentalen la actividadcatalíticade lasenzimas,ya que

ayudaa mantenerla conformaciónactiva mediante interaccionesde tipo no covalente:

interaccioneselectrostáticas,enlacesde hidrógenoy fuerzasdeVanderWaals’55. Al sustituir

el aguapor un disolventeorgánicoseproduce,en principio, unadistorsiónde la estructura

proteicaconla consiguientepérdidade actividadenzimática.De hecho,ningunaenzimasería

capazde mantenerseactivaen un disolventetotalmenteanhidro si no fuerapor la presencia

de unamínimacantidadde agua.Así unaenzimaen un medio orgánico,se puedemantener

completamentehidrataday activa mediantela adición de un pequeñovolumende agua,el

cual previenela posiblealteraciónque puedaprovocarel medio orgánicode reacciónen el

microentornode la proteína. En esteprincipio se basa la catálisisenzimáticaen medios

prácticamenteanhidros, tema que ha merecidoel interésde muchos investigadoresy la

organizaciónde varioscongresosinternacionales156.

Es obvio quela presenciade aguaesnecesariaparala catálisisenzimática;lo que no

parecetanclaroesla cantidadmínimaquerequiereunaenzimaparamantenerseactiva. Por

ejemplo, sonsuficientesúnicamente50 moléculasde aguapor moléculade enzimaparaque

la a-quimotripsinaseaactiva en octano157.En el casode otrasenzimashidrolíticascomola

subtilisinao laslipasas,tambiénesnecesariaunacantidadmínimadeagua1~’5s”59.Peropara
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otrasenzimasesfundamentalunagrannivel de hidratación.Comoejemplosnosencontramos

la peroxidasade rábanoque doblasu actividadconun 0,25 % (y/y) de tampónen tolueno

respectoa un 0,025 %IW; y la polifenol oxidasa,que necesitaaproximadamenteun 0,5 %

(y/y) de agua(3,5 x 10~ moléculasde aguapor molécula de enzima)para ser activa en

cloroformo’6t. Entre el primer caso y esteúltimo existeunagran variación en cuantoa la

cantidadde aguaenel disolventenecesariapara la actividadde las enzimasmencionadas.Por

tanto, estamagnitud no esdel todo satisfactoriaparacontrolarla actividadde la enzimaen

mediosorgánicosligeramentehidratados.Un métodomáscorrectoesrelacionarla actividad

catalíticaconla cantidaddeaguadisponiblepor la enzimaen un disolventeorgánico.Deaquí

surge la necesidadde recurrir al conceptode actividadde agua<a.,), que pareceser el

parámetroque mejor describela distribuciónde aguaen sistemasmultifásicos’62.

111.1.2.1.Actividad de agua:definición.

Si suponemosun sistemacerradoenel que unafasegaseosahúmedase encuentraen

equilibrio con una faselíquida, tambiénhúmeda,podemosdefinir la actividadde agua(aj

de la faselíquida a unatemperaturadadacomo[7]:

1~ [7]
fo

dondef~ es la fugacidaddel aguaen la mezclaa la temperaturade equilibrio, y f,. es la

fugacidaddel aguapura a la mismatemperatura.

Si la concentracióndel aguaen el sistemaespequeña(como sucedeen los procesos

biocatalizadosen mediosorgánicosligerainentehidratados)y se trabajaabajaspresiones(p.e.

a presiónambientalde 1 atm), sepuedesuponerque el vapor de aguasecomportacomoun

gas ideal, y podemossustituir la fugacidadpor la presiónde vapor ([8]).

PI.
CAW [8]

La presiónde vapordel aguapuraen estascondicionesseconsideraigual a la unidad.
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La ecuacióntransformaday expresadaen tantopor cientosedefinecomoHumedadRelativa

en el Equilibrio (HRE) [9].

HRE=P~. 1OO=a~.100

19]

111.1.2.2. Isotermasde adsorción.

En la práctica,a se determinaintroduciendola muestraen una cámarade medida

cerrad2 a Cflnctaflte y con un voimner 10 máspequeñoposible(ver apartado

111.2.8).Pasadoun tiempo, se alcanzael equilibrio entrela humedaddel airede la cámara

y la dela muestra.Estahumedadrelativadel aire en la cámarade medida,correspondea P~,

y si consideramosP0,¿=1, obtenemosel valor de a~ a partir de [8].

La forma máscomúnde representarestosdatos,esunacurvaque mide la variación

de la cantidadde aguaañadida(g. agua.Ig.muestra) frente a a,~. Segúnlas medidassean

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

rehidrataciónde la misma(adsorción o resorción) se obtendrándos curvas,que no tienen

porquécoincidir (fenómenode histéresis).

Una isotermade absorciónse divide en treszonas(Figura 25):

IsoTrnt.s

— de ab,ordó~

4.4.—

1 II y III
1)

-r
OlE 0.25 0.50 0.25

Actividad de apa (Aw)

Figura 25. Isotermateóricade adsorción-desorción.
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Zona1. El aguapresenteen estazonade la isotermaesel aguamásfuertementeuniday más

inmóvil, que en el casode las proteínascorresponderíaal aguade cristalización.Este agua

estáunidaazonaspolaresde la proteínapor interaccionesagua-ióno agua-dipolo.La entalpía

de vaporizaciónde esteaguaes muchomayor que la del aguapura, y no puedecongelarse

a -400C. El límite de las zonas1 y II correspondeal contenidode humedad“monocapa”.Al

contrariode lo quepuedainferirse del nombre,la monocapano significa la coberturade toda

la materiasecapor unacapasimplede moléculasde aguadensamenteempaquetadas,sinoque

se trata de la cantidad de agua necesariapara formar una monocapasobre los grupos

altamentepolaresy accesiblesde la materiaseca.

Zona..ll. El aguaañadidaen la zonaII ocupalos restantessitios de la primeracapay varias

capasadicionales(aguaen multicapa).La entalpíade vaporizacióndel aguaen multicapaes

ligera o moderadamentemayor que la del aguapura.

LDL.lli. El agua de la zona III es el agua menosfuertementeligada y más móvil

(molecularmente)y sedenomina“aguadela fasemasiva”.Tieneunaentalpíade vaporización

igual que la del aguapura, por lo que se tratade aguacongelable.

111.1.2.3.La competenciapor el aguaen un sistemabiocatalítico.

La disponibilidaddel aguaalrededorde las moléculasactivasde enzimadependede

la presenciade elementosen el sistemaque puedencompetir por el agua, segúnseasu

afinidadpor la misma,como: los disolventesorgánicos,los reactivos, los aditivos y los

soportes.

1) Di~o1x~nx~s: los disolventescompiten con la enzima por el agua. Según su

polaridad,estosdisolventespodrándisolvermayor (polares)o menor (apolares)cantidadde

agua, y todo ello redundaráen la actividad catalítica de la enzima. Esta capacidadde

captaciónde aguapor partedel disolventese verá reflejada en su isotermade adsorción.

Peter Halling pudo comprobarla similitud de las isotermasde las proteínasen aire y en

disolventes de diferente polaridad hasta un valor de a., próximo a Q,5163• De este

descubrimientose deducequeel disolventeno influye en el aguafuertementeligada a la
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enzima(que suelecorresponderal aguaque quedadespuésde la liofilización).

Al realizar estudiosde actividad con lipasasen disolventestan disparescomoel

hexano y la 3-pentanona,se observóque, en todos los casose independientementede la

polaridaddel medio, la actividadóptima se situabaen torno a una a., = 0,551M.

Por tanto, la actividadde aguapermiteestablecerlas condicionesidóneasde reacción,

independientementede la naturalezadel disolventey de su capacidadparaabsorberagua.

2) Reactivos:la naturalezay concentraciónde los sustratossobrelos que actúanlas

enzimas,puedenalterarla distribucióndel aguaenel sistema.Unaconcentraciónelevadade

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

provocar una disminucióndrásticade la actividadenzimáticadebidoa un aumentode la

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

biocatalizador.Se puedenfijar unascondicionesóptimas de a., en el medio que permitan

compatibilizar una elevada concentraciónde reactivos con una actividad enzimática

interesante.

3) Aditivos

:

- las salespuedencompetirpor el aguaconlas moléculasde enzima167.De la mismaforma,

los azúcarespresentesen muchospreparadosenzimáticoscomerciales,soncapacesde captar

agua’68169

- compuestossimilares al agua como el glicerol y otros glicoles’70, la N,N dimetil

formamida’7’ y el dimetil sulfóxido’72 son capacesde alterar la actividad enzimática.La

adición de estos compuestosproduce un incremento en la actividad de muchos

biocatalizadoresen mediosorgánicosconuna a.,baja,puesactúancomomiméticosdel agua.

4) SQp~nes: Reslowdemostróclaramenteen 1988cómola naturalezadel materialque

soportabaunaenzimainmovilizada,eracapazde influir enla actividadcatalítica’73.La causa

de estecomportamientoerala acuofihiadel soporte,definidacomola capacidadde éstepara

reteneragua.Estudiosanálogos’”’”4demostraronquelos soporteshidrofóbicosfavorecenla

actividadcatalíticafrente a los soportesde tipo hidrofílico. De todasformas,ni la capacidad

del soporteparaabsorberagua, ni su contenidoen aguapuedenpronosticaruna actividad
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determinadaen una reacciónbiocatalizada.

En el equilibrio, la a., serála misma en todas las fasesdel sistema, incluyendoel

soportedonde la enzimase encuentrainmovilizada.Controlandoel valor de a., del sistema,

se ha podido comprobarqueel perfil actividadenzimáticWa.,esprácticamenteel mismo en

la mayoríade los soportesempleados’”-”8.

111.1.2.4.Medida y controlde la a,, del sistema.

Realizaruna reacciónbiocatalizadaen un medioorgánicocon a,, conocida,permite:

1. Determinarel efectode aguaen el equilibrio hidrolítico;

2. Predecirla actividadenzimática(al conocerla cantidadde aguaunida) si se cambia la

concentraciónde enzima,el disolvente, los reactivoso/y el soporte;

3. Indicar si hay presenciade fasesacuosasemulsionadasen el medio orgánico.

Por todasestasrazoneses necesariodisponerde métodosde mediday controlde a,,.

El control de la a., escomplicadosi en la reacción se consumeo se produceagua. Hay
179

sensoresque mantienenla actividadde aguamediantela adición o eliminaciónde agua
Peromásinteresanteesdisponerde un métodoqueno necesiteunamedidadirectaparafijar

la a.,. Un primer intentoconsistióen la utilizaciónde un gel de sílicepre-equilibradoa una

determinadaa., y posterioradiciónal mediode reacción”’>. Halling y cols. tuvieronmáséxito

al introducir paresde salessólidashidratadascomo sistemaparamantenerunadeterminada

a., en un medio de reacción’~. La actividadde aguase mantieneya que el hidratomayor

puedecedermoléculasde agua,mientrasqueel hidratomenorpuedecaptaragua.Frenteal

uso de unasoluciónsalinasaturada,dondela a., inicial del medio de reacciónse ajustapor

equilibrio a travésde la fasegaseosa’81,los paresde salesactúancomoreguladoresde a., a

un valor constantedurantetodala reacción.Los diferentesvaloresde a.,constantesepueden

lograr mediantela adición del par~
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¡¡1.2. PARTE EXPERIMENTAL

111.2.1. Reactivos.

El ácido (t) 2-fenil propiónico fue suministradopor Fluka (Buchs, Suiza). El

ibuprofeno y el flurbiprofeno, ambosácidos en forma racémica, fueron generosamente

cedidos por los laboratorios Boots Pharmaceuticals(Nottingham, Inglaterra). Los

enantiómerospurosdelketoprofenoasícomoel racémico,fueronsuministradosgratuitamente

por los laboratoriosMenarmni (Badalona,España),mientrasque el naproxenoracémicofue

cedidopor Syntex (Palo Alto, California, EstadosUnidos). Todos los alcoholesempleados

secomprarona Sigma(St.Louis, Missouri, EE.UU.) y los disolyentesa Merck (Alemania>,

a excepciónde las carvonasque fueronsuministradaspor Fluka.

111.2.2. Procedimientopararealizarla esterificación.

Se preparaunadisolucióndel ácido2-amI propiónico(66 mM) y del alcohol (66-268

mM) en un volumende disolventeorgánico(5 ó 10 ml.). La reaccióncomienzaal añadir

diferentescantidadesde lipasa (nativa o inmovilizada) a este medio. Las reaccionesse

llevaron a cabo a una temperaturafija en unos reactoresde 25 ml. duranteun tiempo

determinado.Cadacierto tiempo se añadieron100 jil del medio de reaccióna 1,4 ml del

mismodisolvente,paraposteriormenteanalizarla conversiónde éstermediantecromatografía

de gases.

111.2.3.Análisisdel gradode esterificación.

El seguimientode las reaccionesenzimáticasse realizó mediantecromatografíade

gases,paralo cual seempleóun cromatógrafoShimadzuGC-14A equipadoconun detector

de ionización de llama (FID>, inyector con split (1:2) y una columnaSPB~-1 sulfur 15 x

0,32 mm (SupelcoInc. Bellafonte, PA, EE.UU). La temperaturadel inyector se dispusoa
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2000C y la del detectora 3500C; la fasemóvil empleadafue una corrientede nitrógeno.El

flujo de estacorriente, así como la temperaturade la columnavarió segúnel sustratoa

separar:

- Acido R.S2-fenil propiónico y su ésterpropílico. La separaciónse consiguiócon una

temperaturade hornode 1800Cy un flujo de nitrógenode 3 mí/mm. En estascondiciones,

el ácido tiene un tiempode retenciónde 3,15 minutos,y el ésterde 4,2 mm. A partir de los

datos suministradospor el cromatogramase calculó la conversiónen éstera travésde dos

métodoscuantitativos,amboscoincidentes:

1) Métododirecto o de normalizaciónde áreas. En estemétodo se consideraque la

suma de las áreasde todos los picos correspondeal 100% de los solutosseparadosy, por

tanto, el áreadel solutoA seráel porcentajeen pesodel mismo en la muestra.Parapoder

aplicar este método es necesarioque todos los componentesde la muestrase eluyan de la

columnay que el detectorpresenteigual sensibilidadpara todos ellos, dandorespuestas

linealesy reproducibles.Estacondiciónsólo secumplecuandose tratade serieshomólogas

de solutos de alto punto de ebullición. En el caso de la separacióndel ácido 2-fenil

propiónico(p.e.=260”C) y su ésterpropilico secumplenestosrequisitos.De todasformas,

secomprobóla veracidaddel métodopor comparaciónconel métodocuantitativodel patrón

externo.

2) Métodode la calibraciónabsolutao delestándarexterno.Consisteen utilizar un

estándarexterno,para lo cual sedebedisponerde mezclassintéticascuyasconcentraciones

de analito (ácido2-fenil propiónico)seanconocidasconprecisión.Sepreparaunacurvade

calibradodirecta(áreafrenteaconcentración)apartirde loscromatogramascorrespondientes

obtenidosinyectandoel mismovolumende mezclasintética(0,2 jil.) encadacaso.Cuando

se inyectaigual volumende la mezclaproblemaprocedentedel medio de reacción,el área

obtenidasecorrelacionadirectamenteconla cantidadde ácidoremanenteatravésde la curva

de calibrado.Lacurvade calibradoparael ácidoR,S2-fenil propiónicodisueltoen isoectano

apareceen la Figura26.

Los resultadosobtenidoscon el métododel patrónexternocoincidenconel método

directo, por lo queésteúltimo ha sidoelegido,por su sencillez,comométodoparacalcular

la conversiónenésterde losdemásácidosaril-propiónicosempleadosen estaTesisDoctoral.
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Todoseiloscumplenlas condicionesnecesariasparapoderaplicaréstemétodocuantitativo.

1~n

Pigura26. Rectadecalibradopor C.G. parael ácido2-fenil propiénico.

- Ibuprofeno(ácidoR.S2-(4-isobutill-fenilpropiónicoly su ésterpronílico. Su separación

se logró conunatemperaturade 1800Cen columnay conun flujo de N
2 de 12 mí/mm. En

estascondicionesel ácido tiene un tiempode retenciónde 4 mm. y el ésterde 5.2 mm.

- Naproxeno(ácido R.S 2-(6’-metoxi-2 -naftil) propiónico) y su éster propílico. La

condicionesde separaciónfueron una temperaturade columnade 190
0C y un flujo de

nitrógenode 30 mí/mm., en las que el ácido tieneun tiempode retenciónde 9,1 mm. y el

ésterde 11,6 mm.

- Flurbiprofeno (ácido R.S2-<2’-fluoro-4’-bifenil) proniónico) y su ésterpropílico. La

separaciónseconsiguiócon unatemperaturade columnade 1700Cy un flujo de nitrógeno

de 30 mí/mm. En estascondicionesel ácidotieneun tiempode retenciónde 15,3 mm. y el

ésterde 18,7 mm.

- Ketoprofeno(ácidoR.S2-(3’-benzoifl fenil propiónico)y su ésterpropílico. Suseparación

se consiguiócon una temperaturade columnade 1650C y un flujo de nitrógenode 30

mí/mm. El ácido se eluye primero a los 48 mm. y ésteraparecea 54 mm.

Ares= 516481 [mg/ni]] + 1OfflO~4’

]

n~11
r = O,9fl J

00 0.2 0.4 0.6 0.8
mg/ml
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111.2.4. Diseñode experimentos.

Para estudiar las variables que influyen en un procesobiocatalizado sepuedenseguir

dos metodologías

1) Los ensayosO.V.A.T. (“OneVariableAt Time”) enlos que seestudiaunavariabledentro

de un intervalo de trabajo, mientraslas demáspermanecenconstantes.Desafortunadamente

estemétodono permitedeterminar,con maximacerteza,las variablesque másinfluyen en

el proceso,ya quenos limitamosainvestigarúnicamenteunapartedel intervalode definición

de la variable.Por añadidura,no seobservala influenciaconjuntade las diferentesvariables

objeto del estudio.

2> El análisisfactorial esun métodode variaciónmúltiple en el cual, todos los parámetros

de estudiocambiansimultáneamentede maneraprogramada.De estemodo se desarrollaun

estudioefecientey racionalde las variableselegidasen todo su intervalo, y permiteobtener

unainformaciónadicionalde tos efectosdebidosal conjuntodedos o másvariables’83.Este

tipo de estudios se han realizado en el análisis de las variables que influyen en la

esterificacióndel aceitede yoyobacatalizadapor la lipasade Mucor m¡ehei¶M. En nuestro

casohemosaplicadola metodologíadeldiseñode experimentosal estudiode lasvariablesque

másinfluyen en el procesode esterificacióndelR,Sibuprofenocon 1-propanolen isoactano

catalizadapor la lipasaB de Candidaantarcticainmovilizada(5P435A).Paraello sepreparó

inicialmente una disolución 66 mM de ibuprofeno racémicoen 10 ml. de isoactano.Se

establecieronlos valoresmáximos(+) y míminos(-), asícomoel puntocentral(0) de las seis

variablesobjeto del estudio(Tabla16).

Tabla 16. Variablesy nivelesen el disefio de experimenÉos.

Variables -1 0 1

X~~ddeagua) 0 150 300
X~ (0C> 24 37 50
Xc (r.p.m.) 100 300 500
X

0 (mg de SP435A) 100 300 500
XE (rel. molar ac/alc) 1:1 1:2 1:4
X~ (horas) 3 5 7
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El número total de experimentos fue de diecinueve, de los cuales dieciséis

constituyeronel diseñofactorial en sí (combinaciónde las variablesen susnivelesmáximo

y mínimo), y tres (correspondientesal punto central)permitieronun análisisestadísticodel

diseñoy el cálculode los límites de confianzadel estudio.Lasexperienciasserealizaroncon

las variablesestablecidasaleatoriamentepor el programaSTATGRAPH1CS’~.

La respuestaelegidafue la conversiónenéster(Y%) determinadaporcromatografía

gaseosa,la cual se puedeexpresarcomouna función polinómicade las seisvariablesdel

estudio:

Y=b0453 b1x1+~b13x1x~ [101

111.2.5.EnsayosOVAT (Influenciadecadavariablepor separado).

Estosensayosse realizaronparacompletary comprobarlos resultadosobtenidosen

el diseño de experimentos.Las variables estudiadaspor separadoy las condicionesde

reacciónson las siguientes

1) Influencia de la temperatura. Las condicionesde reacción fueron: una disolución de

ibuprofeno(66 mM) y 1-propanol (66 mM) en 10 ml. de isooctano;500 mg de derivado

SP43SA;unavelocidadde agitaciónde 300 rpm. Los valoresde temperaturafueron: 20, 30,

40, 50, 60, 70, 80 y 100
0C.

2) influenciadela cantidaddebiocatalizadorañadidoal medio.Condiciones:unadisolución

de ibuprofeno(66 mM) y 1-propano!(66 mM) en 10 ml de isooctano;una temperaturade

500C; unavelocidadde agitaciónde 300 rpm. Lascantidadesde derivadoSP43SAañadidas

en cadacasofueron: 50, 100, 300, 500 y 750mg.

3) influenciade la relación molar cUido/alcohol.Condicionesiniciales:unatemperaturade

500C;500 mg de derivadoSP43SA;unavelocidaddeagitaciónde 300 rpm. En la disolución

de ibuprofeno (66 mM) en 10 ml. de isooctano, se fue variando la concentraciónde 1-

propano!(66-132-268mM) paraconseguirdiferentesrelacionesmolaresde ácido/alcohol

(1:1—1:2—1:4).
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111.2.6. Elección del alcohol.

Seprepararondiferentesdisolucionesde ácidoR,S2-fenil propiónico(66 mM) en 10

ml. de isoactano con distintos alcoholes primarios (1-propanol, 1-butanol, 1-octanol),

secundarios(isopropanol,ciclohexanol)y terciarios(ter-butanol)conunaconcentración264

mM. Seanalizóla conversiónen ésteradiferentestiemposcatalizadapor 500 mg de derivado

5P435A,a 500C y conuna agitaciónde 300 rpm.

111.2.7. Eleccióndel disolvente.

Se prepararondisolucionesde ácido R,S2-fenil propiónico(66 mM) y 1-propanol

(264 mM) hastaun volumende 10 ml. con diversosdisolventesorgánicosque variabanen

su logP. Los disolventes empleados fueron: isooctano, ciclohexano, tolueno, éter

diisopropílico, isobutil metil cetona, 1,4 dioxano y tetrahidrofurano.Posteriormentese

catalizóla esterificacióndel ácido, trasla adiciónaestasdisolucionesde 500 mg del derivado

SP43SA. La reacciónse llevó a caboa 50”C y con unavelocidadde agitaciónde 300 rpm.

111.2.8. Isotermas de adsorción y equilibrado de las reaccionesa una a,,.

Comopasoprevio a la utilización de las muestrasen reaccionesde síntesisy en la

obtenciónde las diferentesisotermasde adsorciónse realizóel secadode las mismas.Para

ello se introdujeron las muestrasen un desecadoren cuyo interior secolocó P
205anhidro.

Posteriormentese conectóel desecadora unatrompade vacío duranteal menosdoshorasa

temperaturaambiente,hastaconseguirun exhaustivosecado.

Las medidasde actividadde aguase realizaronen un medidormodeloROTRONIC

HYGROSCOPICD.T. de la casacomercialAname,especialparadisolventesorgánicos,que

permitióuna lecturasimultáneade la humedady de la temperatura(Figura27). Lasmedidas

seefectuarona unatemperaturafija de 25
0C,paralo cual se acoplóun bañotermostatizado

a la célula de medidas.El aparatomide la humedadrelativaen el equilibrio (HRE) con la

ayudade un captadorhigrométricoeléctrico.
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Figura 27. Captadorelectrónicode humedadempleadoparamedir la actividad de agua.

Antes de realizar una isokrma es convenientecalibrar el aparato.Para ello se

emplearondisolucionespatrónde actividadde aguaconocida,concretamenteunasal-11 con

una H.R. del 11,3% yunasal-9SdeH.R. 98% de lacasacomercialNovasina. Las isotermas

de adsorciónse obtuvieronrepresentandola variacióndel valor de a.,con la adiciónde agua

a la muestraseca(100-200mg). Las isotermascon disolventese realizaroncon la misma

cantidadde muestrasólida a la cual sele añadió1 ml de isooctanoanhidro(con c 0,005%

de agua, producto 36006-6de la casaAldrich).

El equilibrado de las reaccionesa una determinadaa,,, se realizó equilibrando

previamenteel biocatalizador(P gramos)a la actividad de agua deseada,y añadiendo

posteriormentela disoluciónde ácido y alcohol en isooctano(5 mí). El valor de a,, de la

mezclaasíobtenidasuelesermenorsi no se haequilibradotambiénel disolventepreviamente

a la a., deseada.Las reaccionesa a., = 1, se realizaronmediantela preparaciónde una

disoluciónde ácido y alcohol en isooctanoconun 20% de aguabastaun volumentotal de 5

ml. Posteriormentese añadióel biocatalizador;de estafonnanos aseguramosque la mezcla

seencontrabaa unaactividada., = 1.
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111.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

111.3.1. Influencia de la cadenaalcohólicaen la reacciónde esterificación

Las lipasas no especificas(como la de C. rugosa, C. antaretica,etc.) catalizan la

reacciónde esterificacióntanto conalcoholesprimarioscomocon secundarios,a diferencia

de las lipasasespecíficas(p.e la de M. miehel)que lo hacenpreferentementecon alcoholes

primarios. Este hecho se ha podido comprobaren la esterificacióndel ácido R,S2-fenil

propiónico en isooctanocatalizadapor la LBCA inmovilizada (SP43SA) con diferentes

alcoholes(Figura 28). La síntesis de ésterescon alcoholesprimarios tiene lugar a gran

velocidad,mientrasque con el isopropanolla esterificaciónesmáslenta. No hubo reacción

ni con alcohol terbutílico ni con ciclohexanol.Resultadosanálogoshan sido descritospor

Mustranta186en la esterificacióndel ibuprofenocatalizadapor la lipasanativade <2. rugosa

en n-hexano.

¡QQ

80

c

O

3
40

20

o

Figura 28. Influencia de la cadenaalcohólica en la esterificación del ácido
R,S feiiil propiónico catalizada por la LBCA inmovilizada. 66 mM ácido +

264 mM alcohol en 10 ml de isoactano; V = 500C; 500 mg de SP43SA;
velocidadde agitación = 300 rpm.

u

Alcoholes

• 1-propanol

• 1-butano]

• 1-Octano!

A 2-propano]

2 4
Tiempo (horas)
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Se escogióel 1-propanolpararealizartodas las reaccionessiguientes,dadasu gran

reactividad. De estamanera,nos asegurábamosque la naturalezade los reactivosno fuera

un factor limitante del proceso.

111.3.2. Influencia del disolvente.

En la Figura29 puedeobservarsela variaciónde la actividadenzimáticaespecífica

frente a logP, parámetroque nos informa acercadel carácterlipoide del disolvente. La

actividad de la LBCA inmovilizada (SP435A) aumentaen aquellosdisolventesapolares

(logP>2)mientrasque disminuyeen aquellosmáshidrófilos y solublesen agua(logP<2).

Resultadossimilareshanobtenidootrosautoresquehanempleadola lipasanativade Candida

rugosaen la esterificaciónen medio orgánicodel R,Sibuprofeno’TM y del ácidoR,S2-cloro

propiónico’8t queesun intermedioen la síntesisde herbicidas.

‘5

lo

5

logP

Figura29. Influenciadelanaturalezadel solventeenlaesterificacióndelac.
(±)2-fenil propiónicocon propanol<X%= 10 ml dedisolvente,66mM ácido
+ 264mM 1-propanol, T=500C, 500 mg de SP43SA y velocidad
agitación=300 rpm).

o
—2 —t 0 1 2 3 4 5
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111.3.3. Influencia de las condicionesde reacción

En laesterificacióndelibuprofenoconpropanolcatalizadapor5P435Aenisooctano

- tomadacomoreacciónmodelo- sehaempleadola metodologíadeldiseñoexperimentalpara

estudiarla influenciade las condicionesde reacciónsobrela actividadsintéticade la enzima.

Se fijó un volumeninicial de isooctanode 10 ml con unaconcentraciónde RSibuprofeno

66 mM, y seconsideraronlas variablesde la Tabla 16 (página93), consusnivelesmáximos

y mínimos.

Los experimentosfueronrealizadosde acuerdocon un diseñofactorial de 26. Los

resultadosde gradode esterificación,aparecenen la Tabla 17.

Tabla 17. Diseño factorial: matriz experimental

La conversiónen ester(en 96) esfunción polinómicade las seis variablessegúnla

ecuación[10]. Un análisisestadístico(Tabla 18) y el método de Daniels188(Figura 30) nos

permitierondeterminarlas variablesmásinfluyentesen el procesode esterificación.

Exp XB Xc X
1, XE Y(%)

- - - - - - 7,4

2 + - - - + - 1.8
3 - + - - + + 26,4
4 + + - - - + 80,3
5 . - + - + + 2,9
6 + - + - - + 16,6
7 - + + . - - 43,9
8 + + + - + . 16,7
9 - - - + - + 49,6
10 + - - + + + 22,0
11 - + - + + - 49,0
12 + + - + - - 84,4

13 - - + + + - 11,3
14 + - + + - - 34,5
15 - + + + - + 91,0
16 + + + + + + 71,2
17 0 0 0 0 0 0 42,4
18 0 0 0 0 0 0 40,5
19 0 0 0 0 0 0 43,7
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Tabla 18. Análisis estadístico Pigura 30. Método de Danicis

toe

95

o
j 80

~ 50-

_____________________________________________ 20
O

0.

5

45

El métodode Danielsnos indicaque lasvariablesmásinfluyentesson aquellasque

no seajustana la recta. Por tanto, lascondicionesque favoreceríanla reacciónsedan: una

temperaturaalta, una relaciónmolar ácido/alcoholde 1:1, unaadición de derivadoaltay,

obviamente,reaccionesa tiempo largo. La velocidadde agitacióny la cantidadde agua

añadidano son factoressignificativos en la esterificación.

Efectivamente,comosepuedeobservaren la Figura31, atemperaturassuperioresa

500C hay un incrementoen la velocidadde esterificaciónque alcanzaun máximoa 800C.

A temperaturassuperiores,la actividadsintetasaempiezaadecaer.Estedatocoincideconlos

resultadosde Eigtved y cols.”9 de LaboratoriosNovo, que encontraronuna temperatura

óptimade actuaciónde 850Cen la acidolisisy transesterificacióndelácidolaúricoconaceite

de sojacatalizadapor la mismaenzima.Akoh y Claonflctambiénobservaronun incremento

en la actividaddel derivadoSP435en la esterificacióndel citronelolconácidoacéticoenn-

hexano,a temperaturassuperioresa los 500C. Por otro lado, Mutuay Akoh’~ encontraron

máxima actividada 55 0C en la transesterificacióndel metil glucósidocon oleatode metilo

en unamezclabenceno/piridina,reacciónestavez catalizadapor el derivadoSP382,el cual

contienelas dos isoformasde lipasade <2. antarcáca.

Número de experimentos: 16
Grados de libertad :15

Resultadosdel análisisestadístico
= 38,06 b~=b~~ = 4,89
= 5,75 b«=b~ = -8,29
= 39,6 b~=bAE=b.~ = -0,23
= -4,1 bÁD=bEF = .2,81

bD = 27,2 b
3~,=b~~ = 4,87

= -25,81 bcD=bBP = 4,85
= 13,88 bDE=bAF = -0,69

Análisis del punto central (t de Stndent)
Nivel de confianza: 95 %
Cm = 42,22 %
t2(a=0,O5) = 4,303
Sx = 1,597
Limites de confianza: ±4,86

o
b.

o
o

b

br
bu

o
bg

o
—30 —.15 0 ¡5 30

Efectos de cada variable
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micromoles oonvertidos/m&n.mg derivado

Figura 31. Influencia de la temperaturaen ¡a actividad sintetasa de SP435A
(Isoectano, relación molar ibuprofeno/propanol= 1:1 (6ámM); agitación =

300 rpm y 500 mg de SP43SA)

RelaciónMolar
Acidqlalcohol

• 1:1

A 1:2

• 14

8

Figura 32. Influencia de la relación ácido/alcohol en la esterificación del
ibuprofenocatalizadapor SP435A(10 mIde isooctano,ibuprofeno 6ámM +

propanol, agitación=300 rpm, 500 mg de SP435A, Tá=50W)
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En cuantoa la relaciónmolarácido/alcohol,si setratade unarelación1:1, la reacción

de esterificaciónesmás rápidaque con las relaciones1:2 y 1:4 (Figura 32). Este hechoha

sidoconstatadopor otrosautoresqueemplearonla lipasade Candidarugosapurificada’9’ e

inmovilizada’92. En ambos casos, una relación molar 1:1 incrementabala actividad

enzimática.Es decir, un incrementoen la concentracióndel alcohol disminuyelas actividad

sintetasade la lipasaal ocupar sitios catalíticosy no permitir el accesoal sustratoo/y por su

efectodesnaturalizantede proteínas.

Finalmente,al ir aumentandola cantidadde derivadoinmovilizadoañadidoal medio,

la reaccióndeesterificaciónsucedeconmayorvelocidad(Figura33), alcanzándosela máxima

productividadcon500 mg de derivado(Tabla 19).

so

a. Cantidad de SP4SSA

• SOmg

E A lOOmg

.2

* 5~’s
• 75Omg

20

0 2 4 6 8

Tiempo @oras>

Figura 33. Influencia de la cantidad de SP435Aen ¡a esterificación del ibuprofeno (10 ml de iscoctano,
ibuprotbno E6mM + propanol E6mM, agit=300 rpm, Ta=5OaC)

Tabla 19. Productividad de SP43SAen la esterificación del RSibuprofenocon 1-propanol.

mg. de SP43SA C(%) en 1 hora ~mo¡ ibuprofeno esterificados/mg SP435A.b

50 1,9 0,25

100 4,0 0,26

300 17,0 0,37

500 46,3 0,61

750 47,0 0,41
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11.3.4. Influenciadel agua

Hemos visto en el apanado111.1.2. de este Capítulo, el papel fundamentalque

desempeñael aguaen las reaccionesenzimáticascatalizadasen mediosorgánicos.Si se trata

dc enzimasinmovilizadas, no sólo el disolvente sino que tambiénel soportepuedetener

capacidadparacaptaro cederagua.En la esterificacióndel ibuprofenocon 1-propanolen

isocctanocatalizadapor lipasasnativase inmovilizadas,el gradode conversióndependedel

aguapresenteen el medio. Se ha analizadoestainfluenciateniendoen cuenta:

1. La cantidaddc aguaañadidaal medio(enpeso).En estosestudiospreliminaresutilizamos

la lipasade Candidarugosay algunosde los derivadosdescritosen el CapítuloII.

2. La actividadde agua(a.). Paraello empleamosla lipasaB de Candidaantarcilca.

En un primer momento,se analizóel efectodelaguaen la lipasanativade <2. rugosa

comercial.Al añadircantidadescrecientesde aguaal medio, seobservóun incrementoen la

actividad sintética(Figura 34),
40

20

a. Agua afiadida
‘.1

• 0%

~2O • 2%

A 10%

o

u
[0

o

40 53 120 160
Tiempo(horas)

Figura 34. Influencia de la cantidadde agua añadidaal medio en la
esterificacióndel ibuprofenocon 1-propanolcatalizadapor laLCR nativaen
isooctano.66 mM ácidoy 66 mM alcoholen 10 mIdeisocetano;T2 =300C;
500 r.p.m.; 75 mg. de LCR (tipo VII> enpolvo.
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Si la lipasase encuentrainmovilizada, la distribucióndel aguava a dependerde las

característicasdel soportey de suacuofilia (Aq). Efectivamente,los resultadosexperimentales

expuestosen la Tabla 20 así lo demuestran.

Tabla 20. Influenciade la liofilización y de lapresenciade aguaen la esterificación
del ibuprofenen isocctano,catalizadapor la lipasade Gindida rugosainmovilizada.

a mg of lipasaactiva inmovilizadapor gramode derivadoliofilizado o seco.
cantidaddeaguaañadidaa los 10 ml. de volumende reacción.
La actividad sintética se expresaen timoles of ibuprofenesterificadopor mg de lipasa activa y hora.

Condiciones:66 mM ibuprofen+ 66 mM l-propanoíen 10 ml de isocctano;T~ =30W; agitación:500 rpm.

Comoprimeraconclusión,vemosquetodoslosderivadosdeLCR utilizadosrequieren

aguapara ser catalíticamenteactivos. La liofilización durante48 horas de los derivados,

inmediatamentedespuésde serpreparados,producela eliminaciónde la capade aguaesencial

queposeetoda enzima,y suconsiguientedesactivación,ya queno catalizanla esterificación

en el medio orgánico(reseñas1, 6 y 10 de la Tabla20).

La adición de 500 microlitros de aguaal medio de reacción (10 mí) tiene como

consecuenciaunareactivacióndel derivadoen agarosa,por rehidrataciónde estesoportede

caráctertan hidrofílico (Aq = 13,8)”~ y de la enzima. Este comportamientotambiénlo

Resefia Derivadoinmovilizado mg derivado Carga mg lipasa pi de Actividad
/10 ml de activa/lO agua sintética a

disolvente enzimt ml isocetano afladidosb 96 h.’

1 LCR-A-2 liofilizado 250 296 74 0 0

2 LCR.A-2 liofilizado 250 296 74 500 0.015

3 LCR-A-2 liofilizado 250 296 74 1000 0.012

4 LCR-A-2 sin liofilizar 1000 74 74 1000 0.012

5 LCR-A-2 sin liofilizar 1000 74 74 2500 0.016

6 LCR-S-3 liofilizado 1000 56 56 0 0

7 LCR-S-3 liofilizado 2000 56 112 1000 0

8 LCR-S-3 sin liofilizar 2000 40 80 1000 0.031

9 LCR-S-3 sin liofilizar 2000 40 80 1500 0.014

10 LCR-AL-3 liofilizado 1000 57 57 0 0

11 LCR-AL-3 liofilizado 2000 57 114 1000 0

12 LCR-AL-3 sin liofilizar 2000 38 76 1000 0.009

13 LCR-AL-3 sin liofilizar 2000 38 76 1500 0.021
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presentala a-quimotripsina inmovilizada en el mismo soporte’93. Cantidadesde agua

superioresa estevalor no provocanun aumentoen la actividad,ya que las nuevasmoléculas

de agua son absorbidaspor el gel de agarosaen vez de situarse en el microentorno

enzimático.Por tantopodemosconsiderarestacantidadde agua(500¿4 de agua/250mg de

derivadoen agarosaliofilizado) comola necesariapara restablecertanto la estructuradel

polímerode agarosacomolacapade aguaesencialquenecesitala lipasaparaseractiva. Con

ello se logra que las moléculasrígidasdeenzimapasenasu conformaciónflexible y activa

(Esquema15>.

LIPASA INMOVILIZADA EN AGAROSA

e
activo

Liofilización

Rehidratación

LIPASA INMOVILIZADA EN SíLICE O ALUMINA
Enzimadesnaturalizada
irreversiblemente

Liofilización

Esquema15. Influenciade la liofilización sobrela actividad
delos derivadosinmovilizadosde LCR empleadosensíntesis.

Porel contrario, la liofilización durante48 horasde los derivadosinmovilizadossobre

soportesinorgánicos(alúmina y sílice) suponeuna deshidratacióndrástica de la enzima

inmovilizada. Como consecuenciaprincipal, la estructurade la lipasa sufre una terrible

distorsióndebidoa la naturalezarígida del soportey, porel contrario, flexible de la proteína

(Esquema15). Estadistorsióntiene un efectoletal parala lipasa, ya queesirreversible.La

Centro
activO

e
e
•H

20
e

Soporte
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adiciónde cantidadescrecientesde aguaal medio conel fin de restaurarla actividadde los

derivadosinmovilizadosinorgánicos,son vanos(reseñas6-7 y 10-11 de la Tabla 20). Por

tanto, sedebetrabajaren síntesisconestetipo de derivadosreciénpreparadosy humectados,

y nuncasometerlosa un procesode liofilización.

La capacidadsintética de los derivadosenzimáticosinmovilizados sobre soportes

inorgánicosse ve alteradacuandose añadeuna mayor proporción de agua al medio de

reacción.Porun lado, un incrementoen la cantidadde aguaañadidaproduceunadisminución

en la actividadsintéticadel derivadoen sílice <reseña8 y 9). Sin embargo,cuandose trata

de alúminasucedelo contrario: la actividadaumenta(reseña12 y 13). Las causasde este

sucesodebenatribuirsea que la alúminaesmáshigroscópicaque la sílice. Por estarazón,

su mecanismode actuaciónse sitúaentrela agarosay la sílice.

Parececlaroqueel soporteintervienede maneradecisivaen la actividadcatalíticadel

derivado.Aquellossoporteshidrófilos comola agarosa,sustraerány retendránel aguadel

microentornode la lipasa, y los derivadosseránmenosactivosque aquellospreparadoscon

soporteshidrofóbicos,en los cualeshabrámásaguaa disposiciónde la enzima(Figura35).

40
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Figura 35. Influenciadel soporte en la esterificacióndel ibuprofeno en
¡suoctanohidratadocatalizadapor la LCR inmovilizada. 66 mM ibuprofeno
y 66 mM 1-propanolen 10 ml de iscoctano.A estevolumense le añadió1
ml de agua,la cantidadde derivado suficienteparaque hubiera75 mg de
LCR y se mantuvoen agitaciónde 500 rpm a 300C.

40 80 [20 163

Tiempo (horas)
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En el apartadoIII. 1.2. se comentóque la mayoríade los efectosproducidospor el

aguaen las reaccionesbiocatalizadasen mediosorgánicos,se analizabancon mayor rigor

cuandose trabajacon la actividadtermodinámicade agua(a.~). Los resultadosobtenidoscon

la LCR nos vienena confirmar estehecho. Dependiendodel soportenecesitaremosañadir

mayor o menor cantidad de aguapara conseguiruna actividad satisfactoria,pero nunca

sabremosconexactitud la cantidadóptima. Comoconsecuencia,hemostratadode buscarun

método sencillo que nos permitadeterminar las condicionesóptimas de hidratación, en

términosde a~, que requiereun enzima(nativa o inmovilizada) para mostrarsu máxima

actividad. Paraello hemosempleadola lipasa13 de Candidaantarctica pura(ya hemosvisto

que losaditivos, azúcaresy otrosproductosexistentesen los preparadoscomercialesde estas

lipasas puedencompetir por el agua) y la hemosinmovilizado en diversos soportesque

difieren en su gradode afinidadpor el agua.

Antes de comenzardeberemosteneren cuentaque, todos los componentesde la

mezclade reacciónserán capacesde captaragua independientementede acuerdocon su

isotermade adsorción.Un cambioen el perfil actividadcatalíticaIa.~ significaráque algún

elementoo componenteno enzimáticotieneun efectodirectosobrelas moléculasde enzima.

A. Influencia de la a.~ en la actividadde la LBCA nativa.

En primer lugar, realizamosla isotermadel producto5P525 (LBCA nativa) tantoen

aire comoen isooctano(Figura 36). La similitud de la isotermashastaalcanzarun valorde

= 0,45 sugiereque esteintervalo de hidratacióncorrespondea la solvatacióngradualde

los grupospolaresremanentesde la lipasa.Sin embargo,esteintervalono correspondea la

monocapaque cubre la enzima, y las regioneshidrofóbicasde la proteínase encuentran

expuestasal disolvente.A unaa.~ > 0,5 lascunascorrespondientesa las isotermasen aire

y en disolventeorgánicose separan.A partir de estepunto, que vamosa denominarpunto

de divergencia,la isotermade adsorciónde la enzimasumergidaen iscoctanose sitúa por

debajode la isotermaen aire. Estehecho nos indica que para la misma cantidadde agua

añadidapor gramode muestra,sealcanzaunamayor a. en presenciade isooctanoque en

aire. A la luz de la ecuación[7], el isooctano- disolventehidrófobo - rechazael aguaañadida

y evita la hidrataciónde la proteínaque se encuentraen su seno.
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0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0.0
8W

Figura36. Isotermasde adsorciónde la LBCA nativa.
(100 mg de SP525con/sin 1 ml de isuoctano).
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Seha visto quemuchasmuestrasde enzimaenpolvoequilibradasaa~ altasenel seno

de un disolvente,tienenla aparienciade unasuspensióny muestranunagranactividad’9tEn

nuestrocasoasísucedeconla LBCA; estaenzimaequilibradaen isooctanoa valoreselevados

de a~ (0,8y 1) presentaunamayoractividaden la esterificacióndel ibuprofenoconpropanol

(Figura 37). En cambio, a a bajas, la LBCA presentamenor actividad. Estaactividad

catalíticatan reducidase recuperaal generarsemoléculasde aguadurantela esterificación,

con lo que aumentala a~ del sistemahastaalcanzarun valor óptimo para la lipasa. En el

casode la mezclade reacciónequilibradaa unaa.~ inicial de 0,35, se generala suficiente

cantidadde aguaen el cursode la esterificaciónparasuperarel punto de divergenciay el

biocatalizadorseactiva, y a las 48 horasalcanzaun 59% de conversiónen ésterconunaa.

final > 0,8 (datosno mostradosen la Figura 37).

Sin embargo,en la mezclapre-equilibradaaa,,,=0,15, la lipasaprácticamenteno tiene

actividad; la esterificaciónapenasse lleva a cabo,con lo que se generapocaagua.En este

caso,sealcanzaunaa.k=O,35a las 48 horas,valor anterioral punto de divergenciay, por

tanto, en la zonadondela lipasano disponede aguasuficienteparaseractiva.

Isotem.sdcLBCA
en aire

M en isoactano
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se

Actividad de agua

awl
40 awO,8

1.

LI awO,7

A aw035

20 ~ awQl5

o

Figura37. Influenciade la a,, del sistemaen laactividadsintéticade la
LBCA nativa. (66 mM ibuprofeno + 66 mM 1-propanol en 5 ml de
isocetano;15,6 mg deSP525;T~ = 370C; lamezciadereacciónseequilibró
a distintasawcon laadicióndeaguay la ayudadel captadorhigrométrico).

B. Influencia de la a,~ en la actividadde la LBCAinmovilizada.

Seha investigadola influenciade la naturalezade diferentessoportes,con control de

a, en la esterificacióndel ibuprofenoen isooctanocatalizadapor la LBCA inmovilizada.

1. LBCA inmovilizada sobre sílice. Se empleó el derivado LBCA-S-l, descrito y

caracterizadoen el apartado11.2.6., debidoa su mayor estabilidadfrente a la desactivación

térmica(Tabla15). Podemosver quelas parejasde isotermasaire-isooctanodel soportey del

derivadoinmovilizadoson biendiferentes.En el casodel soporte, las isotermasse separan

rápidamentepara cortarseen un punto a a.,~=O,85(Figura 38). Pareceque el disolvente

hidrófobo protegea la sílice de la hidratación, hasta llegar a una situación en que se

“hiperactiva” (posiblementepor formación de un hidrato inestable)y captatodo el agua

disponible.De estaforma, aunaa.~=0,85,la sílice en iscoctanoalcanzala mismaestructura

0 5 10 15 20 25

Tiempo(h)
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de hidrato que tiene en aire. Veremos más adelanteque este valor es crucial en el

comportamientodel derivadoen síntesis.

1.6

¡.2 -t

ti
bO 0.8
30

E

0.4
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Figura38. Isotermade la sílice sinactivar.
(200 mg de sílice con/sin 1 ml deisooctano)

En cuantoa las isotermasdel derivado(Figura 39), prácticamentecoincidenhasta

valoresmuy altosde ¾~Estasisotermasse sitúanpor debajode las isotermasobtenidaspara

la sílice pura. Si seguimosel razonamientoanterior,parecequeel derivadoinmovilizado se

encuentraprotegidopor unaestructuralipoide que evita su hidratación.En estaprotección

no intervienela proteína,cuyaproporciónen pesocon respectoal derivadoes muy pequeña

(18,1 mg de 5P525/g de sílice; Tabla 14>. Por tanto esteescudohidrofóbico se debeal

soporte,y concretamenteal soporteactivadocontriclorotriazinaobtenidoantesde proceder

a la inmovilizaciónde la lipasa. De acuerdoconel procesode activación,la superficiede la

sílice se encuentrarecubiertade anillos de triazina,algunosde los cualesestánimplicadosen

la uniónala enzima(Figura40). Si volvemosala fotografíadelderivado(Figura17), vemos

que las moléculasde enzimase unenal soporteen puntosmuy concretos,y el restode la

superficie de la sílice estarárecubiertode anillos de triazina, dado el elevadogrado de

activacióndel soporte(0,24 g de TCT 1 g sílice, Tabla 14).

IsotermasSílice
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Figura39. Isotermadel derivadoinmovilizado de LHCA sobresíliceactivada
con triclorotriazina(200mg de LBCA-S-1 con/sin 1 ml de isooctano).

Figura40. Losanillos de triazinaquecubrenlasuperficiede la sílice
formanun escudoqueevita la hidrataciónde la lipasa.
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Capítulo¡II: Lipasasinmovilizadosempleadasen mediosorgánicos

Evidentemente,estos anillos insaturadosson más hidrófobos que la sílice, y pueden

comportarsecomo escudoprotectorfrentea la hidratacióndel derivado.De ahíque, conuna

mínimacantidadde agua,se alcancela capade hidratación(a,~ = 0,85).

Comoes obvio, unadeshidrataciónseveraproducidapor la liofilización eliminaría

todo el aguaque se encuentrasituadafundamentalmenteen los agregadosmolecularesde

enzimasobrela sílice, y como consecuencia,provocadauna desnaturalizaciónirreversible

tal y comovimoscon la LCR inmovilizadasobreestemismosoporte (Tabla20).

Al igual que la lipasanativa, el derivadoapenasposeecapacidadsintéticacuandose

equilibra con la disoluciónde sustratosen isooctanoa un valor de a,~ que se localize en el

tramoenel quecoincidenlas isotermasenairey en disolvente(a.~<0,75,Figura41). En este

intervalo, la enzima no se encuentrahidratada.A valores superioresde a~, la lipasa

inmovilizadaen sílice mejoraconsiderablementede actividad,alcanzandoun máximoa una

¾de0,85-0,9:el valordondecortanlas isotermasdel soporte.Unvalorde a,=1 suponeun
exceso de agua en el medio y el proceso sintético no se ve favorecido por razones

termodinámicasal concentrarel aguaen los agregadosmolecularesde enzima.
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Figura 41. Influencia de la a del sistemaen la actividad sintéticade la
LBCA inmovilizadasobresílice. 66 mM ibuprofeno+ 66 mM 1-propanol
en5 mIdeisoectano;1 g de LRCA-S-l; r = 370C;agitación= 500 rpm.
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En nuestrogrupo de trabajo se ha desarrolladoun método semiempíricoque nos

permite conocerel valor de a,, al cual se debepre-equilibrar el sistemapara obtenerla

máximaactividadde unaenzimaincluida en un medio orgánico’95. El métodoconsisteen

prolongarla segundapendientede la isotermadel derivadoen aire hastaque corteel eje de

abcisas.En el derivadode sílice, la segundapendientecorta en un valor situado entre

¾=0,85y 0,9 (Figura 39>. Con estos dos valores se consiguió máximo grado de

esterificación. Parececlara la convenienciade equilibrar las reaccionesa la a.~ correcta,ya

que unasituaciónde hidrataciónexcesiva(¾=1) o, porel contario,de falta de hidratación,

disminuyenla actividadsintética.

Conestemétodopodemosdeterminarla cantidadde aguaquenecesitael derivado(g.

agua/g.derivado* ml isoactano)paraquepresentemayoractividad. Veremosmásadelante

que el métodose cumpleparaotros soportes.

2. Lipasainmovilizadasobresefarosa:En un primermomentopudimosrealizarlas isotermas

de adsorciónde la sefarosatresilada(Figura 42), al serestesoportemásestablefrente a la

adsorciónfísica de agua.No las hicimos con la sílice activada,ya quela adsorciónde agua

hubieraprovocadola hidrólisis de la triclorotriazina, la formaciónde cloruro de hidrógeno,

y el consiguientedañoa la célula de captacióndel aparatode medida.

El hecho sorprendentede que las isotermasde la enzimanativa se encuentrenpor

encimade las correspondientesa la sefarosa(queesun polisacáridomuy hidrófilo), se explica

por la activaciónde estesoporte. La sefarosaestáactivadacon grupostresilo (Esquema12,

pág. 50), loscualesson máshidrófobosqueel grupohidroxilo primario. De ahíqueadsorba

menosaguade la quecabíaesperary que seantan similaressus isotermasde adsorciónen

aguae isooctano.

La inmovilización de la LBCA nativasobrela sefarosatresiladatienedos efectos:

1. une la enzimaal soporte;

2. el aguadel tampónhidroliza el grupotresilo, y seobtienengrupos-OH primarios. Como

consecuenciade esteprocesoaumentala hidrofilia del soporte. Estehechoexplicadacómo

la isotermaen isooctanodel derivadoinmovilizadose sitúapor encimade la del soporte;y

cómolas dos isotermas- en airee isooctano- del derivadoson tandiferentes(Figura 43).
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Figura 42. Isotermade la sefarosatresilada.
(100 ¡ng de sefarosacon/sin 1 ml deisooctano).
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Figura43. Isotermadel derivadoinmovilizado de LBCA sobresefarosa
tresilada(100 mg de LBCA-ST-1 con/sin 1 ml de isooctano).
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El puntode cortede la prolongaciónla segundapendientede la isotermaen aire con

el eje de abcisas(Figura 43) nosda un valor de ¾=O,~•Y a estevalor se logra la mayor

actividaddel derivado(Figura 44>.
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Figura 44. Influencia de la a.,, del sistemaen la actividad sintéticade la
LBCA inmovilizadasobresefarosatresilada.66 mM ibuprofeno+ 66 mM
propanolen 5 ml deisooctano;150mg deLBCA-ST-l;r =370C;500rpm.

3. LBCA inmovilizada sobreunaresmapolimérica (5P435A). El Lewatit OC 1600 es el

soporte más hidrofóbico de todos los empleados.Al carecerdel soporte como tal, solo

pudimosmedir las isotermasdel derivado5P435A (Figura 45). Este derivadoalcanzauna

a.~=1 conunacantidadmínimadeaguaencomparaciónconlosotrosderivadosinmovilizados

covalentemente.Lasisotermasde adsorciónenairee isooctanosonmuy similares,y se sitúan

por debajode todas las isotermasmedidasanteriormente,lo que nos hace pensarque la

enzimaseencuentraprotegidafrente a la hidrataciónen este derivadomás que en ningún

otro. Por tanto, si volvemosa la fotografíadel derivado(Figura22>, la lipasase encuentra

alojadaen las cavidadesdel soportea refugiode la hidratacióny de los cambiosdel entorno

(temperatura,disolventes,etc.). Este hecho explicada la gran termoestabilidadde este

derivadoy su gran actividad.

Actividad de agua

• aw 025

• aw 045

• aw-O,3

A awl

115



Capitulo III: Lipasasinmovilizadasempleadasen mediosorgánicos

El método para determinar la a,~ óptima en la esterificacióndel ibuprofeno en

isooctano,se verificó conestederivado.Al alcanzarla isotermaen aireel valor máximode

hidratación,la segundapendientese puedeconsiderarcasi paralelaal eje de ordenadas,y

cortaríacercade ¾=1. A estevalor de ¾~el derivadomostró mayoractividad(Figura46).
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Figura 45. Isotermadel derivadoSP43SA(realizadacon 100 mg).
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Figura 46. Influencia de la a4el sistema en la actividad sintética de
SP43SA. 66 mM ibuprofeno+ 66 mM propanolen5 ml de isoactano;50
mg de SP435A; Ta=370c;500 rpm.
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Introducción

IV. 1. INTRODUCCIÓN

IV.1.1. EMPLEO DE LIPASAS EN LA OBTENCIÓN DE
ÁCIDOS 2-ARIL PROPIÓNICOS HOMOQUIRALES.

La actividadbiológica, la toxicidad, la distribucióny el metabolismode un fármaco

dependenen gran medidade su estereoquímica,y puedenser muy diferentesparacada

enantiómero’~.Haymuchosejemplosquemuestrancómoun enantiómeropresentaactividad,

mientrasqueel otrono tieneefectofarmacológico;unoes tóxico frenteal otro quedemuestra

ser seguroy activo; e incluso hay casosen los queuno es agonistafrente al otro que se

comportacomoantagonista’~.

A pesar de todo, la mayoría de estos fármacos se han vendido como mezclas

racémicashastahace poco’98 al no existir una normativa clara al respecto,ni métodos

económicospararealizarla separaciónde enentiómeros.En 1982, los fármacosracémicosy

aquelloscompuestosporun solo enantiómeropuro se vendíanen unaproporciónde 7 a 1.

En 1985,esteporcentajeno varióprácticamente.Actualmentela situaciónesbiendistintatras

las indicaciones propuestaspor la FDA (Administración Americana de Alimentos y

Medicamentos)en 1992, las cuales regulan la fabricación de fármacosquirales como

racémicoso comoisómerospuros”~. Entreestasdirectricesdestacael estudioexhaustivoal

que deberánser sometidoslos posiblesnuevosfármacosracémicosantesde seraprobadosy

puestosa la venta. Este hecho ha forzado a muchasempresasfarmaceúticasa sintetizar

isómerospuros,o por el contrariodedicarsea la fabricaciónde moléculasaquirales.De ahí

el pronósticode que, para el año2000, el 80% de este tipo de fármacossintéticossean

introducidoscomoenantiómerospuros.

IV. 1.1.1. Los ácidos2-aril propiónicos:un tipo deantiinflamatoriosnoesterofdicos.

Los antiinflamatorios no esteroidicos (AINEs) son un conjunto de fármacos

ampliamenteutilizadosparasuprimiroaliviar doloresde muydiversalocalización,naturaleza

o intensidad, tanto agudoscomo crónicos; así como paracontrolar o mejorar procesos
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inflamatoriosde diversaetiología. La inmensamayoríade las molestiasy doloresquepueden

surgir durantela actividadcotidiana(mialgias, cefalalgias,artralgias,artritis y artrosisde

diversotipo) y el malestarque acompañafrecuentementea los procesosinfecciososvirales

o bacterianos,pueden ser paliados con estos fármacos. Estos agentesterapeúticostan

utilizadosa nivel mundial, se puedenclasificaren varias categorías(Tabla21).

Tabla 21. Resumende las familias de antiinflamatorios no esteroidicos

Grupo Prototipo de la familia

Acido Salicílico Acido Acetilsalidilico
Pirazolonas Dipirona, Fenilbutaznna

Para-aminofenol Paracetamol

Acido Indolacético Indonrtacina
Acido Pirrolacético Talmetín

Acido Rencenoacético Diclofenac
Acido Propiónico Naproxeno

Acido Antranílico Acido Mefenémico

Oxicans Piroxican

Dentro de los antiinflamatoriosno esteroidicos,los ácidos2-aril propiónicosforman

un grupo relativamentehomogéneopor sus característicasfísicas y farmacológicas.El

primeroutilizado fue el ibuprofeno,pero mástardesurgieronun grannúmerode derivados:

naproxeno, fenoprofeno, ketoprofeno, flurbiprofeno, suprofeno, etc. El piketoprofeno esun

derivadoamídicodel ketoprofeno,de aplicacióntópica(Esquema16).

Se utilizan en la artritis reumatoide,espondilitisanquilopoyéticasy en los ataques

agudosde gota. Algunostambiénseempleancomoanalgésicos(ibuprofeno,naproxeno),a

dosis inferioresa las recomendadasen las enfermedadesreumáticas,y últimamente se ha

popularizadosuuso en el tratamientode las dismenorreas.

Por lo querespectaa su mecanismode acción,seconocequeestoscompuestosactúan

inhibiendolacicloaxigenasa,enzimaque catalizala unióndel oxígenoal ácidoaraquidónico,

conlo queseinhibe la síntesisdetromboxanoA2 y de las prostaciclinas,mediadorescelulares

responsablesdel procesoinflamatorio. Una rápidavisión a la estructuraquímica de estos

ácidosponede manifiestola presenciade un centroquiral en la molécula.
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Acido 2-fenil propionico Ibuprofeno

N COOH

A A
O H30

Naproxeno

\/ ~ COOH

Flurbiprofeno

A 0001-1 COOH

Fenoprofeno O Suprofeno

Esquema 16. Estructuras de los ácidos 2-axil propiónicos.

Estosfármacosson producidosy comercializadoscomoracémicos,a pesarde que su

efectoterapeúticoresidebásicamenteen el isómeroS(+)2~.Es bienconocidoel ejemplodel
201naproxeno,cuyo isómeroS(±)es28 vecesmásactivoque el R(-) comoantiinflamatorio

Por otra parte, el isómeroS(±)del ibuprofenoes 160 vecesmáspotenteque el R(-) en la

inhibición de prostaglandinas“in vitro”
202. Sin embargo, el ibuprofeno se utiliza como

racémicoen clínica, basándoseen el hechode que el isómeroinactivo R(-) se transforma

enzimáticamente“in vivo” en el enantiómeroactivoS(+)203.De todasformas,el tratamiento

con isómeros puros de los ácidos aril-propiónicos sería mucho más ventajoso, por las

siguientesrazones:

1. Permitiría una reducciónen la dosisadministradaal paciente;

2. Disminuirían los efectossecundariosdebidosa la concentración,en tejido adiposo,del

isómeroR(-> no transformadoenzimáticamente2M.

3. Evitaría la variabilidad de la respuestaterapeútica, al no producirse la inversión

enantiomérica“in vivo”205.

Ketoprofeno
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Parececlaroel interésque tiene la obtenciónde los ácidosS(+) 2-aril propiónicos

puros. Aunque la síntesisasimétricapor vía químicade los ácidos S(+) es técnicamente

viable, la metodologfano resultarentableya que requierereactivosde elevadocostey no

proporciona un rendimiento aceptableen enantiómeropuro para su comercialización

posterioi9’~t En la actualidad,la IndustriaFarmaceúticase planteala resoluciónenzimática

de la mezclaracémicade estosácidos medianteel empleode lipasas,que presentancomo

ventajas: su ampliaespecificidad,elevadaenantioselectividad,granestabilidady tolerancia

conmuchosustrato(> LM), bajocosteeconómicoy disponibilidadcomercial.Lasestrategias

que sepodríanseguirparala resoluciónde losácidos(R,5) 2-aril propiónicoscatalizadapor

las lipasas,puedenser:

1. Hidrólisis enanuioselectiva,a partir de un ésterracémicoen un medioacuoso;

2. Síntesisenantioselecávadel éster, a partir de un ácido racémico, mediante una

esterificacióno una transesterificación.

De esta forma, se han obtenidoácidosR(-) y S(+) 2-aril propiónicoscon diferente

pureza enantiomérica(Tabla 22). Solo interesaríanaquellos métodos en los que la

estereoespecificidadde la lipasay la estrategiaen la resoluciónfueran los adecuadospara

obtenerel ácidoS(+) puro, con un excesoenantioméricopróximo al 100%. Si la lipasano

fueraenantioespecíficaparaestossustratos,habríaquemejorarsuestereoselectividadvariando

las condicionesdel medio. A continuaciónentraremosen detallesobreestostemas.
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Tabla22. Métodos biotecnológieosde resolucióndeácidos2-ant propiónicoscon lipasas.

o o
HNu Ar • Au

Upase O
CH3 CH3

Acido Reacción R UNo Lipasa (espít) Conv

(%)

ee~ Rer

hidrólisis CH, H,O M. miehci (Rl 18 95% R(-> 207

Hidrólisis CH, 11,0 R. arrhizus (R) II 97% R(-l 207

Hidrólisis CH, H,O C. rugosa (Sl 39 >98% S(+l 207

Hidrólisis CH, ¡1,0 Rhizopus sp.(R) 19 92% R(-) 207

Hidrólisis CII, 11,0 R. owyzae (8) 45 >98% S(-4-l 207

NAPROXENO Hidrólisis CH,CH,OCH,CH, 11,0 C. rugosa (.5> 25 95% S(+l 208

hidrólisis CH,CH, H,0 C, rugosa (5) 31

semipuriticada

>98% 8(1-> 209

Hidrólisis CH,CH, 11,0 C. rugosa (Sl 29
inmovilizada

100% S(+l 210

Esterificación H butanol C. rugosa (8) 62 99% R(-> 211

Esterificación 11 butanol M. javanicus tRí 39 8% S(±l 211

Esterificación LI bulanol Ehizopus sp(RI 15 11% S(±l 211

Esterificación LI bulanol A. niger (Xl 23 5% S(+> 211

Esterificación LI trimetil
silil

metano!

C. rugosa (81 53 >99% R(-l 212

Hidrólisis CH, H,O C. rugosa (Sl 42 95% S<+) 213

Hidrólisis CH,CH, 11,0 C. rugosa (Sl 47

semipurificada

>98% S(+> 209

Hidrólisis CH,CH, 11,0 C. rugosa (Sl 31
inmovilizada

¡00% SQi-l 210

Hidrólisis CH,CH,CI 11,0 C. antaretica (Rl 63 58% Rl» 214

IBUPROFENO Esterificación U propanol C. rugosa (5) 32 215

Esterificación 11 pentanol C. rugosa (Sl 49 99% Rl» 186

Amoniolisis CH,CH,CI NH, C. antarctica (Rl 56 96% S(+) 214

RETOPRO- Hidrólisis CH, 11,0
PENO

C. rugosa (5> 50 60% S(+) 216

Hidrólisis CH,CH, 11,0 C. rugosa (Sl 21
inmovilizada

100% S(+> 210

Hidrólisis CH,CH, 11,0 C. rugosa (Sl 19
semipurificada

>98% S(+l 209

FLURBE- Hidrólisis CH, 11,0
PROFENO

C. rugosa (5) 39 65% 5(1-1 216

SUPROFENO Hidrólisis CH, 11,0 C. rugosa (Sl 49 >95% S(+> 216
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IV.1.2. ESTEREOSELECTIVIDAD DE LAS LIPASAS.

La gran utilidad de las lipasasempleadasen SíntesisOrgánica, resideen su baja

especificidadpor sustrato y su elevada enantioselectividad.Esta última característica

fundamentalhapermitidola realizaciónde transformacionesregioy enantioselectivas.Todas

estasreaccionesselectivasse basanen la formaciónde un complejodiasteroisómericoentre

el reactivoquiral y la enzima,dondela energíadel estadode transicióndel complejo(AGj

con un isómeroy otro esdiferente(Figura47).

A EA E+P
e-

E

EB E-rQ

E-rA (kcat/KnOA EAI~
AG4

(koat/Km)
5

E~B —~ EB$
AG4

Figura 47. Reaccionesenantioselectivascatalizadaspor lipasas empleandouna mezcla racémicaA + E.
E= enzima(lipasa);1> = productoprocedentede A; Q= productoprocedentede B.

En unatransformaciónenantioselectiva,silos dosenantiómerosA y B compitenpor

el centroactivode la enzimay se cumplenlas exigenciasde la teoríadel estadoestacionario

postuladaspor Michaelis~Menten,lasdosvelocidadesde lasreaccionesencompeticiónserán:

[III

[12]
VA <kcat/Km)A [E] [A]

V5 (kcat/Km)B [E] [E]

La “relacióndeenantioselectividad”o “factor bioquímicode estereoselectividad”(E)

se puede definir como la relación existenteentre los parámetrosy,,,11 y K~ de los dos

enantiómerosA y B ([13]).

EA#

AS
E2~

E~Q Ei-P
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E— VA (Vmax/KIn>A [13]
VB (Vmax/Kj.)n

Comoestasconstantescinéticasespecíficasestánrelacionadascon la energíalibre de

ambosestadosde transición, la enantioselectividadde una reacciónestárelacionadacon la

diferenciade energíade los estadosde transicióncorrespondientesa cadaisómero.

AAat= (Aa—Aafl =~RT1fl<kcat/Km)A/ (kcat/Km) [14]

En vez de determinar todos estos parámetros,característicosde las reacciones

correspondientesa cadauno de los enantiómeros,es más sencillo acudir a la expresión

matemáticapropuestaporSih, que relacionael valor de E con la conversión(c) y el exceso

enantioméricodel sustrato(ee~) o del producto(ee~), parámetrosque resultanmás fácilesde

determinar”7.Estasecuacioneshan sidoampliamenteempleadasen reaccionesirreversibles;

en el caso de que la conversióndel sustratosea reversibley se llegueal equilibrio, estas

ecuacionesdebenteneren cuentala constantede equilibrio (k~) de la reacción218.

Reaccionesirreversibles

:

lnLÁl—c) (1—eec)

]

lnLÁl—c> (1-i-ee~)] [15]

ln[1—c(1-4-ee»

]

ln[2.—c&r—ee )] [16]
p

Reaccionesreversibles

:

ln{1—(1-ekeq) [c+ee
5(i—c)1}

E= lntl—(1-rk&q) [c—ee3(1—c)1} [171

E= ln[1—<1+keq)c(1-4-eepfl

ln[1—(14~keq)c(1—eep)] [18]

En estasecuaciones,la conversióny losexcesosenantioméricosse expresanentantoporuno.
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IV. 1.2.1. PredicciÓn de la estereoselectividadde las lipasas.

En un pasadono muy lejano, se utilizaban las lipasasal azar para catalizar reacciones

enantioselectivasde hidrólisis o de esterificación.Recientementese han propuestomodelos

y reglas empíricas,basadosen los datosbibliográficos de enantioselectividadde muchas

lipasasy programasde ordenador,que evitanel tediosoprocesode selecciónde la lipasa

adecuadapararesolverun determinadosustratoracéntico.Por ejemplo, una reglapara la

resoluciónde alcoholessecundadossebasaen los tamañosde los subsitiosdel estereccentro,

con lo que se puedepredecirqué enantiómeroreaccionamásrápid&19.

La determinación,por difracción de RayosX, de las estructurastridimensionalesde

las lipasascristalinas(Tabla2) y de algunos“análogosdel estadode transición” (Tabla23)

de éstas,ha permitido explicarel mecanismode estetipo de reaccionesestereoespecíficas.

Estosanálogos,bien simulanel intermediotetraédricoqueda lugaral complejoacil-enzima

(TdI), bien seasemejanal intermedioqueseproduceen la desacilación(T~2). En el primer

caso, los análogosse obtienencon fosfonatos,mientrasque en el segundocasosesintetizan

con sulfonatos.

Tabla Estructuras cristalinas de los análoiosdel estadode transicióndealgunaslipasas

Lipasa de... Sustrato unido a la serma Ato Archivo en PDB

Rhizornucormiehei n-hexilfosfonil-O-etil3’ 1991 STGL

Dietilfosforil220 1992 4TGL

Hurnicola lanuginosa”1 Dietilfosforil 1994
n-dodecilfosfonil-O-etil

Candidarugosatm n-dodecilsulfonil 1994
n-hexadecilsulfonil
n-hexilfosfonil-O-(IR)-mentil
n-hexilfosfonil-O-(1S)-mentil

Candidaantarctica(B)rn n-liexilfosfonil-O-etil 1994

Eam. ch r4w,dI fosfo.t EMa ~o1I dsCm Estsn n-.Jqtil ..ifoohlooe

E-SU O E-SU o O
o--pi a—a

CA Etc ca o
~— A-Ef R.m.O1 21425

R<1R>ffiwt R-n.Cleses
R-<1S)-mflc
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Todasestasestructurasmuestranunaorientaciónsimilardel grupo ésterfosfóricoen el centro

activo, con regionesdiferentesparala unión de la cadenaalcohólicay del restoacilo.

1. Estereoselectividadde la lipasade Candidarugosa

.

En el centro de fijación del sitio activo de la lipasade Candida rugosa, se pueden

distinguir tres regionesbien diferenciadas:

- la región ML, por encimade la lámina B;

- un bolsillo hidrofóbico; y

- un túnel, por encimade una a-hélice.

La cadenaalcohólicase unea la región ML y al bolsillo hidrofóbico,mientrasqueel

restoacilo se fija en el túnel y en el bolsillo hidrofóbico.

1. Zonadefijación de la cadenaalcohólica. Lasestructurasde los análogosde la lipasade

C. rugosa que contieneniR y 15 mentol, poseendiferenciasque explicancómoestalipasa

reaccionamáslentamenteconlos isómeros5 del mentol. Conel enantiómeroque reacciona

másrápido, el (LR)-mentol, el N~2-H de la histidina449 de la triada catalítica, forma dos

enlacesde hidrógeno: uno con el oxígenoO~ de la serma209 del centroactivo y otro con

el oxígenoQ del mentol. Este último enlaceno seproduceconel (15)-mentol(Figura48).

Se;100

o>P<O

Ser100 ~
O

‘¾

001

Figura48. El (IR)-mentol reaccionamásrápidoque el (lS)-mentol enla LCR.

(1 R)-mentol
Ne2-Oy:3.1 A
Ne2.Oi :3,1 A

(1S)-ms<ital
Ne2,O y s,oÁ
Ne2- Oi :4.4 A
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Pero,ademásexistenotrasdos interaccionesentreel mentol y el centroactivo de la

lipasade C. rugosa. Estecentroactivo se localizaenel fondode unadepresióncuyasparedes

son estrechas,de maneraqueel anillo del mentol se sitúa por encima.Por otra parte, el

fondo de la depresión,que está formado por el final de la lámina fi, aseguraque los

sustituyentesgrandesse dirijan haciael bolsillo hidrofóbico(Figura49). Este último hecho

explicacómola inserciónde gruposvoluminososen sustratossimétricosproduceaumentos

de enantioselectividad219’224.

Figura 49. Estructura cristalina del análogode LCR con <IR)-mentol.
Zonasdel centroactivo que explicanla R-enantioespeciflcidadpor los alcoholes20.

302
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125
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II. Zona defijación delgrupo acilo. En cuantoa la zonade unión al restoacilo, no se ha

podidoestudiarcon los análogosdel estadode transición sintetizadoshastaahora.Mediante

el análisisde los resultadospublicadosen la hidrólisis de ésteresde ácidosaril-propiónicos,

aril-oxi-propiónicos,a-halo-fenil-acéticosy delácidomandélico,y basándoseen el complejo

que contieneel (IR)-mentol, se ha descubiertoen la lipasade C. rugoso?25:

- el túnel, que eracapazde albergarla cadenade seiscarbonosdel mentol es, por tanto, lo

suficientementegrandepara acomodarel sustituyentegrande (v.g. fenilo) de los ácidos

carboxílicosquirales.En la lipasade M. ¡níeheiapareceun canal, en vez de un túnel;

- exclusivamentelaconfiguración5 en estosácidospermiteal sustituyentemedianoeludir los

aminoácidosaromáticosPhe4l5y Phe345.Por tanto, la enantioselectividadde la lipasade

C. rugosavienedeterminadapor estosresiduosaminoacídicos.De hecho,lascinco isoformas

de estalipasa poseenfenil-alaninaen las posiciones345 y 415 (Figura 50). En cambio, la

lipasaII de G. candidumposeeleucinaenesaposición, lo que podríainfluir en su diferente

enantioselectividadhacialos ácidoscarboxilicosquirales.

Figura50. (a) Centrosde uniónde las ácidoscarboxílicosen la LCR que explican
su S-enantioespecificidad.(1» Modelopropuestoparala hidrólisis del S-fenil propionatode butilo.

a (j7Leu

tAU
Ph. 345

b

Phe 415

+0
Ser 209
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2. Lipasa B de Candidoantarctica

.

La cavidaddondesesitúael centroactivode la LBCA sepuededividir en doszonas:

unade fijación a la partealcohólica,y otra de fijación al grupoacilo. Se tratade doscanales

que discurrenparalelosdesdela sernaios hastala superficie,solamenteseparadospor dos

residuoshidrofóbicos,la isoleucina189 y la isoleucina285.

1. Zona de fijación a la parte alcohólica. La LBCA presentauna gran estereoselectividad

hacia los alcoholes secundarios,mucho mayor que otras lipasas, como se ha podido

comprobaren reaccionesde hidrólisis226y transesterificación~’.Un estudioestructuralha

permitidomodelizar¡os dosenantiómerosdel butanoatode 1-metoxi 3-feniletoxi 2-propilo

dentrodelcentroactivode la LBCA223. Laenzimareaccionapreferentementeconel isómero

R de este sustrato,con un relaciónE=55226.El grupo metoximetilodel isómero11 encaja

en un pequeñobolsillo flexible, muy cercanoal triptófano 104, tras un levemovimientode

esteresiduo(Figura5 la). El isómeroSmantieneel enlacede hidrógenoconla histidina,pero

el grupovoluminosoque seprolongadesdeel centroquiral del alcohol,tieneque rotardentro

del centroactivo y no permiteun buen acoplamiento(figura 5ib).

Pigura51. Estructuradel butanoatodentrodel centroactivo
de la LECA, depuésde su minimizaciénpor ordenador.

a>
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En cuanto a la zona de reconocimientodel grupo adío en el centro activo de la

LBCA, se sabepoco ya que estaenzimase ha empleadopoco con ácidosquirales49.Este

puntoha constituidouno de los objetivosde nuestrotrabajo.

Todaslas interaccionesmencionadasexplican la preferenciade las lipasaspor un

determinadoenantiómero. Sólo las pequeñasdiferencias relativas a su composición

aminoacidicay la posición de los lazos polipeptídicos,confieren a las lipasas diferente

enantioselectividad.La mutagénesisdirigida, medianteel cambio específicode algunos

aminoácidos de la secuencia de la lipasa, podría mejorar e incluso invertir su

enantioselectividadhacia los alcoholesy los ácidosquirales.

IV. 1.2.2. Esterificacionesenantioselectivascatalizadaspor lipasas.

Durante muchos años las lipasas se han empleadoampliamenteen la hidrólisis

enantioselectivade ésteresracémicosen mediosacuosos229231.Este métodono estáexentode

inconvenientescomo: la conversiónde las moléculasa ésteres,la insolubilidadde la mayoría

de los ésteresen aguay su sensibilidada la misma,etc. De ahí que se hayanbuscadootras

estrategiasalternativasa la hidrólisis enantioselectivapara llevar a cabo la resoluciónde

mezclasracémicas.

En el mecanismode la reacciónde hidrólisis, el intermedioacil-enzimase formapor

reaccióndel nucleófilo presenteenel centroactivo de la enzima(normalmenteel -OH del

residuo de serna)con la cadenade acilo de la molécula del éster(Figura 5, apartado

11.1.2.1).En un medio compuestopor agua,esteintermediose hidroliza inmediatamente,

regenerandola enzimay liberandoel ácido. En principio, otrosnucleófilospuedencompetir

con el aguapor esteintermedio,peroen medio acuosola reacciónde hidrólisis prevalece.

Sin embargo,si el medio de reacciónestá compuestopor un medio orgánico, cualquier

nucleófilo puedeatacaral intermedio acil-enzimacon lo que se produceuna reacciónde

síntesis.Deestemodo, las lipasaspuedencatalizarunagranvariedadde reaccionessintéticas

enunmedioorgánico:esterificaciones,transesterificaciones,tiotransesterifaciones,aminolisis,

oximolisis, etc., que suelensucedercon granestereoselectividad232.

De la mismaforma queen la hidrólisis, si la enzimaesenantioespecífica,la reacción
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de síntesisse detienecuandosealcanzael 50% de conversión,y comoresultadose obtienen

los isómeroscon un 100% de excesoenantiomérico(ee.). En este caso el factor de

enantioselectividad(E) essuperiora 100. Por ejemplo, la lipasade Candidarugosaescapaz

de esterificarenantioselectivamenteel isómero(-) del mentol con ácidolaúrico en heptano,

con lo que se obtieneel éster (-) conun 95% de excesoenantioméric&33.

Si la enzimano esenantioespecífica(E C 10), el procesobiocatalíticopierde interés

sintético. La aplicaciónde determinadastécnicasqueaumentanla selectividadde las enzimas

hapermitidoel empleode lipasaseconómicasperoconmenorestereoselectividad(13=10-20).

En muchoscasos,la modificaciónde unao variascondicionesde la reacción(“ingenieríadel

medio”) ha mejoradoel resultadode estasresoluciones234.A continuaciónsecitan algunade

estastécnicasaplicadasala resoluciónde ácidosy alcoholesracémicosenmediosorgánicos.

1. Modificacióndeldisolventeorgánico. La naturalezadel disolventepuedeinfluir en

la enantioselectividadde algunaslipasas.Las últimas investigacionesse han centradoen

relacionaralgunapropiedadfisico-quimicadel disolventeconla selectividadenzimática,para

así, poder racionalizar todos estos procesosbiocatalíticos. Se sabe que el logP está

relacionadocon la lipofilia del disolventey, por tanto, con la eliminacióno mantenimiento

de la monocapade aguaesencialde la enzima,mientrasque la constantedieléctricadel

disolventeda unaideaacercade la flexibilidad de la lipasaen el disolvente.Sinembargo,en

unoscasossehanpodidoestablecerrelacionescoherentescontodaestainformación,mientras

queen otros no ha sidoasí. Por ejemplo, Carreay cols.235realizaronun estudioexhaustivo

y sistemáticode la influenciade un grannúmerode disolventesen la resoluciónde diversos

alcoholesquirales,entrelos que destacabanel mucolítico(±)trans-sobreroly la feromona

(±)sulcatol.Paraello, emplearonlas lipasasporcina,de Pseudomonassp.,de Pseudonwnas

cepacia, de Chromobacteriumviscosun¡ y de Mucor miehei. La influencia del disolvente

parecíaclan,peroen ningunode los casossepudorelacionarel aumentode selectividadcon

algunade las característicasfisico-quimicasdel disolvente,como su logP o su constante

dieléctrica.

MásafortunadosfueronNakamuray cols.236,loscualeslograronrelacionarelaumento

de enantioselectividadde la lipasade Pseudomona.ssp- conlas característicasdel disolvente.

Así, aquellos disolventescíclicoscon un logP próximo a 1 dieron mejor resultadoen la
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resoluciónde alcoholessecundarios.

Las investigacionesse complicaronal observarque el efectodel disolventesobrela

selectividadenzimáticaesdiferentecuandoseempleandiferentesenzimaspara la resolución

de un mismo sustrato, y tambiéncuando se trata de una misma enzima utilizada en la

resoluciónde sustratosdiferentes.En algunoscasos,el mejor disolventeparaun determinado

sustratoerael peor para la resoluciónde otro de estructuradiferente231.Estoshechoshan

planteadola posibilidadde quehayaunainteracciónentreunao másmoléculasde disolvente

con la enzima,dentro o cercade su centroactivo. Estasmoléculasde disolventeorgánico

intervendríanen la asociación(Km) o en la transformación(k~) de unenantiómeroen mayor

medidaque el otro.

2. Modificaciónen la cantidaddeaguapresenteen el disolvente.Elcontenidoenagua

del disolventepuedeinfluir en la enantioselectividadde un procesobiocatalizadopor lipasas.

Así, en la esterificacióndel ácido (±)a-bromo propiónico catalizadapor la lipasa de

Candida rugosa en hexano,a medida que aumentala cantidadde aguaen el medio, se

incrementala enantioselectividaddel proceso.La enzimaescinco vecesmásestereoselectiva

cuandohay un 0,125 % (y/y) de aguaque en hexanoanhidro33.Por tanto, el aguaañadida

permitió a la enzima adoptar la conformación adecuadapara distinguir entre ambos

enantiómeros.

Por otra parte, en la esterificación de ácidos metil alcanoicoscon n-alcoholes

catalizadapor la lipasa de Candida rugosa en ciclohexanoes másenantioselectivacuanto

mayoresa~. No obstante,hay estudiosen losque la variaciónde la a.N o del contenidode

aguaen el medio no influyen en el valor de E”.

3. Variaciónde la temperatura.Lasenzimas,comocualquierotrocatalizador,muestra

su mayor grado de enantioselectividada temperaturasbajas. Esta afirmaciónse apoyaen

diversas observacionesde diferentes grupos de investigación que trabajan tanto con

hidrolasas36comocondeshidrogenasas37.

Sólo hasta 1992 no seha racionalizadoesteefectode la temperatura.Fue Phillips

quienpropusola existenciade una temperaturaracémica (Pr) en la que la diferenciade

energíalibre (AAG) en las dosdireccionesestereoquímicasde la reacciónerala misma38.Un
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aumentode la temperaturaproduceunadisminuciónen la purezaópticade los productosde

reacción, ya que la reacciónse halla controladapor la diferenciade entropíade activación

(A AS). Variaslipasas,empleadasenprocesosdeesterificación,presentanestarelacióninversa

entretemperaturay enantioselectividad2”.

IV.2. PARTE EXPERIMENTAL

Los reactivos, la metodologíaa seguir para realizar las reaccionesy el método

cromatográficoparaanalizarel gradodeesterificaciónestándescritosenla parteexperimental

de los capítulosanteriores.

La determinacióndel éxcesoenantioméricodel ácido remanentede las reaccionesde

esterificaciónfinalizadasa un tiempodeterminado,se realizó mediantedos métodos:

1. ResonanciaMagnéticaNuclear, y 2. CromatografíaLfquida de Alta Resolución(HPLC).

IV.2. 1. Determinacióndel excesoenantioméricopor RMN.

Los métodosde discriminaciónquiral por ResonanciaMagnéticaNuclear sebasanen

la creaciónde diasteroisómerosde la muestraaanalizarconun compuestoquiral ópticamente

puro. Sepuederecurrira un disolventequiral (cuyo empleoespoco frecuente)o bien a la

adición de un reactivoquiral o reactivode desplazamientoen un disolventeinerte (CL
4C o

CL3CD). Medianteestosmétodosse consigueque cadauno de los enantiómerostengaun

desplazamientoquímico (5) diferente. La proporciónde los dos enantiómerossecalculaa

partir de la integral de las dos señalesobtenidaspor desdoblamiento.

Ultimantenteel reactivode desplazamientoque mejoresresultadosha dado en el

análisisde ácidoscarboxílicosquiraleses la 1,2 difenil etanodiantina. Estereactivose ha

empleadoconéxito en la determinaciónde la purezaenantioméricade diversosácidos2-aril

propiónicos
245,y ha sido el métodoalternativoa la cromatografíaen el análisisde nuestras

muestras.

Antesde la determinacióndel excesoenantiómerico,serealizóla separacióndel ácido

remanentedel ésterformadodurantela reacción. El método analíticode separaciónfue el

siguiente: sefiltra el derivadoy el mediode reacciónseconcentraen un Rotavapormarca
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Buchi con el objeto de eliminarel disolvente. El residuo(ácidoy éster)se disuelveen 254

ml de agua y la disolución obtenida se acidifica con unas gotas de ácido sulfúrico.

Posteriormentese realizan tres extraccionescon 25 ml. de éter etílico. La fase orgánica

recogidasufreotras tresextraccionescon 25 ml. de NaOH 0,1 N cadauna, con lo que se

separael ésterformadoen la reaccióndel ácido, que quedaráen la faseacuosaen forma de

sal. Por último, la faseacuosaobtenidaseacidificaconHCI y sufre tresextraccionescon25

ml. de éteretílico La faseorgánicase secaconCaCI2 anhidro,se filtra y seconcentraen el

rotavapor. Una disolución 0,053 N del residuo (ácido) y 0,027 N de R,R difenil etano

diaminaen 0,9 ml de CI3CD originó la sal diateroisoméricaque permitió la determinación

del excesoenatioméricodel ácido tras el análisis del espectrode resonanciade protón

obtenidoen un aparatoBriiker de 250 Ml-Iz.

Figura52. Espectro de H-RMN del complejoR,R difenil etanodiaminacon ibuprofeno(relaciónmolar 1:2)

En estos espectros(Figura 52), la señal del metilo (CH3) correspondienteal

enantiómero5 del ácido aparecea campomásbajo (8 másalto) queaquellacorrespondiente

al enantiómeroR. Los resultadosde purezaóptica seobtuvierona partir del espectrode

integraciónde las señalesquedieronla proporciónde concentracionesde losenantiómeros.

4.~ ti
vi

1.0 .5
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IV.2.2. Determinacióndel excesoenantiaméricopor HPLC.

La cromatografíaestábasadaen la distribuciónde un compuestoentredosfases:una

móvil y otra estacionaria.Hastahacepocos años, la mayoríade las fasesestacionarias

utilizadasencromatografíagasesosay cromatografíalíquidaeranaquirales,lo quesignificaba

que la separaciónde enantiómerosno podíahacersedirectamente,sinoquepreviamentehabía

que formar diasteroisómerospor reacciónconun agenteópticamentepuro.

Brooksy Gilber9~desarrrollaronpor primeravezun métodode separaciónde los dos

isómerosdel ibuprofeno por cromatografíade gases,basadoen la formación de amidas

diasteroisoméricasde esteácido con R(+) a-metil bencil amina. A partir de entonces,han

ido apareciendoen la bibliografíadiversosmétodosde separaciónde enatiómerosde ácidos

2-aril propiónicosmediantecromatografía,previaderivatización247.

Más útil resultaacudira un métodocromatográficodirecto donde los enantiómeros

son separadosdirectamentepor el uso de una fase estacionariaquiral y una fase móvil

aquiral. Nosotroshemosempleadocolumnastipo Chiralcel (Daicel Chemicalmd., Japón),

cuya faseestacionariasupramolecularderivade la celulosa,y que requirenla utilizaciónde

una fase normal. Las condicionesde trabajoparalos ácidos2-aril propiónicosfueron:

- ácido R,5 fenil propiónico: Columna Chiralcel OB; fase móvil compuesta por

hexano/isopropanol/ácidofórmico (98:2:1); un flujo de 0,75 mí/mm.; A =254nm.; tR=2l

mm. y t
5=23 mm.

- R,Sibuprofeno:ColumnaChiralcelOD; fasemóvil compuestaporhexano/isopropanol/ácido

trifluoroacético(100:1:0,1);un flujo de 1 mí/mm.; A=270 nm.; tR=
2O mm. y t

5=23 mm.

- R,Snaproxeno:ColumnaChiralcelOB; fasemóvil compuestaporhexano/isopropanol/ácido

fórmico (97:3:1); un flujo de0,4 mí/mm.; A=270 nm.; tR=
46 mm. y t

5=50 mm.

- R,Sketoprofeno:ColumnaChiralcelOJ; fasemóvil compuestaporhexano/isopropanol/ácido

fórmico (9:1:0,5); un flujo de 1 mí/mm.; A =254 nm.; t~=14 mm. y t5=20 mm.
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IV.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Iv. 3.1. ESTEREOSELECTIVIDAD DE LA LIPASA DE C. rugosa.

En un primermomentoy comoreferenciaparanuestrotrabajoposterior,empleamos

los diferentesderivadosinmovilizadosde la lipasade Candida rugosaen la esterificación

enantioselectivadel R,Sibuprofenocon 1-propanolen isooctano.Nativao inmovilizada,esta

lipasaes5-enantioselectiva,esdecir, esterificamayoritariamenteel enantiómeroS(+) del

ibuprofeno(Tabla24).

Tabla24. Esterificaciónenantioselectivadel R,S ibuprofeno catalizadapor la LCR nativa e inmovilizada

a Se añadió¡a cantidadsuficientede derivadono liofilizado paraque hubiera75 mg de lipasaen los 10 ml de
isooctano.Condiciones:66 mM (±)ibuprofeno+ 66 mM 1-propanol;Ta=300C;500 rpm; Conversiónen
éster; Excesoenantiontricode R(-) ibuprofeno;d E calculadosegúnla ecuación[ISj.

La enantioselectividadobservadacorrespondea la descrita por Mustrantat86 y

Hedstróm215 para la LCR nativa. En cuanto al efecto de la inmovilización sobre la

enantioselectividadde laenzima,existeun comportamientodiferenteentrela lipasanativay

la inmovilizada. La enantioselectividadse mantiene en el caso de la lipasa nativa

independientementede la adiciónde mayoro menorcantidadde aguaal medio.Sin embargo,

la enantioselectividadde la lipasainmovilizadavaríaconel soportey conla cantidadde agua

Resefia Derivado pl de agua/lOml c<%)b t(h) ec(%)’ E

de isocetano

Nativa 200 12 192 15,7 >100

2 Nativa 1000 40 192 71,7 >100

3 LCR-A-2 1000 20 168 35,4 >100

4 LCR-A-2 2500 29 168 37,2 31

5 LCR-S-3 1000 40 192 75,3 >100

6 LCR-S-3 1500 21 192 24,6 26

7 LCR-AL-3 1000 23 192 16,9 4

8 LCR-AL-3 1500 32 192 16,0 2
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añadida.Deestaforma, el derivadoenalúminano mejorasu bajaestereoselectividadconuna

adición suplementariade agua (reseña ‘7 y 8). En los demás derivados, que son

enantioespecíficos,un excesode aguaen el microentornoenzimáticoaumentala actividad

hidrolasadel éster 5 formado con lo que disminuye el exceso enantiomérico,y por

consiguiente,el valor de E.

Como conclusión,destacaremosal derivadoen sílice como un biocatalizadorque

presentala mismaactividad y enantioselectividadque la lipasa nativa en la resolucióndel

ibuprofenoracémico.Enestaresoluciónhabríaqueestablecerunascondicionesde hidratación

óptimasparaqueel derivadomostraraméximaactividady no perdieraselectividad.De todas

formas,su interéses limitado en la resoluciónde ácidos2-aril propiónicos,ya que, al ser5-

enantioselectivo,seobtendríael ácido R(-), el cualcarecede efectoterapeútico.

IV.3.2. ESTEREOSELECTIVIDADDE LA LIPASA B DE Candidaantarctica

En primer lugar se determinó la estereoselectividadde la lipasa B de Candida

antarctica inmovilizadasobrela resmaLevatit OC (derivado5P435A)en laesterificaciónde

los isómerospurosdel ketoprofenocon 1-propanolenel senode isobutil-metil cetona.

60

50

40

30

20

10

Tiexupó (horas)

• (LS) ketoprofeno • R(—> ketoprofeno s(+) ketoprofeno

Figura 53. Esterificacióndel ketoprofenocon 1-propanolcatalizadapor la
LBCA inmovilizada(SP43SA). 66 mM ácido y 66 mM de 1-propanolen 10
ml deIBMK; 300mg deSP435A;1’ =500C; velocidaddeagit. = 300 rpm.

Conversion en ester <%>
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Se utilizó este disolvente, en el cual la enzima es activa, ya que solubiliza

completamenteesteácido.La LBCA esR-estereoselectiva(E =2,5)y no enantioespecífica,

ya que esterificael enantiómeroR(-) a mayorvelocidadque el S(±).Asimismo, se observa

quela mezclaracémicaseesterificaaunavelocidadsimilar a la del R(-) ketoprofeno(Figura

53). A partir de aquí decidimos analizar todas las variablesque pudieran influir en la

estereoselectividadde la LBCA sobrelos ácidos2-aril propiónicos.

IV.3.2.1. Influenciade lascondicionesdereacciónen laestereoselectividaddeLBCA.

Se analizó la influencia de diversas variables técnicas en la esterificación

estereoselectivadel ibuprofenoen isooctanocatalizadapor la LBCA inmovilizada(SP435A).

Con estefin, se recurrió al diseñomultifactorial propuestoen el apartado111.2.4.

Tabla25. Enantioselectividadde la LHCA imnovilizada(SP435A)en diferentescondicionesde reacción.

Ml de agua; Temperatura(0C);’ Velocidadde agitación(r.p.m.); d mg of lipasainmovilizada(SP435A);
relaciónmolar icido/alcohol; Tiempo de reacción(horas); Conversiónenéster;h Excesoenantioméricode
S(+) ibuprofenocalculadopor HPLC. ¡ Relaciónenantiomérica: E = ln[(1.c)(I-ee,)l/lnl(1.c)(l +ee,)l.
Condicionesiniciales: solución66 mM de ibuprofenoen 10 ml de isoactano.

Reacción XA X~ X~ XD XE X~ c(%) ee(%) E

- - - . - - 7,4 2,1 1,73
2 + - - . + - 1,8 0 1,00
3 - - - + + 26,4 4,7 1,36
4 + + - - - + 80,3 26,3 1,39
5 - - + - + + 2,9 1,0 2,01
6 + - + - - + 16,6 7,3 2,31
7 . + + - - - 43,9 16,2 1,76
8 + + + - + - 16,7 4,6 1,66
9 - - - + - + 49,6 16,2 1,61
10 + - - + + + 22,0 1,0 1,07
11 - + - + + - 49,0 9,4 1,32
12 + + . + - - 84,4 48,8 1,73
13 - - + + + - 11,3 1,5 1,28
14 + - + + - - 34,5 8,1 1,47
15 - + + + - + 91,0 16,0 1,14
16 + + + + + + 71,2 31,2 1,66
17 0 0 0 0 0 0 42,4 11,4 1,51
18 0 0 0 0 0 0 40,5 10,9 1,53
19 0 0 0 0 0 0 43,7 12,2 1,54
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En la Tabla 25, aparecen los datos de exceso enantiomérico del ácido

(mayoritariamenteS<’+) ibuprofeno),a partir de los cualesse realizó el cálculodel valor de

E segúnla ecuación[151.Somosconscientesdel valorcualitativode esteresultado,puesno

hemostrabajadoen condicionesirreversiblesy de pseudoprimerorden.Conestosdatos,se

realizóel estudioestadístico(Tabla26) y seaplicó el métodode Daniels (Figura 54) para

determinarqué variablesinfluían másen el valor de E.

Tabla26. Análisis estadistico

50

Todoslos puntosseajustarona unarecta,por tanto la estereoselectividaddel proceso

esindependientede las condicionesde reacción.

IVJ.2.2. Influenciade la a,,, sobre la estereoselectividadde la LBCA.

En el apanado11.3.4. (pág.107) vimos la gran influencia que ejerce el agua, en

términos de a.,.,, en la actividad catalítica de la LBCA, tanto en su forma nativa como

inmovilizada. Del mismo modo que estudiamosel curso cinético de todaslas reacciones,

también tuvimos en cuentasu estereoquímica.En las Figura 55 aparecerepresentadoel

excesoenantioméricode ácido S(+) remanentefrente al gradode conversiónen ésterde las

reaccionesde esterificacióndel ibuprofenocon 1-propanolcatalizadasen isooctanopor la

Númerode experimentos:16

Gradosde libertad: 15

Resultadosdel análisisestadístico
1,53 1,AB = bCE = 0,205
0,01 bAc = 1,BE = 0,217

b~=-O,O6 b»<.=bAE=bDF=~O,lSS
0,26 1,AD = 1,EF = 0,135

= -0,24 1,Bl~ hCF = 0,162

bE -0,22 bCD = bBF = -0,305
bF = 0,07 bDE = bAF = 0,07

Análisis delpunto central(e de Seudent)
Nivel de confianza:95%

Em = 1,526
t
2 (a=0,05> = 4,303

= 0,015
Limites de conflanza:±0,038

Figura 54. Métodode Danicis

Forrentije acumulativo

c
AC
1ff

E AE
BC

DE
AP

0.I L~.
-0.31 -0.21 -041 -0.01 0.09 419 0.29

Efectos
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Resultadosy DLcusión

LBCA nativa(5P525),inmovilizadacovalentementesobresílice (LBCA-S-l), e inmovilizada

por adsorciónsobre Levatit OC (5P435A).

Vemosque el perfil de las curvas,que correspondena E, esprácticamenteel mismo

a diferentesa,,,,, tantopara la lipasanativacomopara la inmovilizada. Por tanto, la presencia

de aguano alterala estereoselectividadde la LBCA empleadaen isooctano,comohabíamos

predichoen el diseñoexperimental.Estosresultadoscoincidencon los expuestosporCarrea

y co1s.2~, que tampoco observaroncambios de enantioselectividadde la lipasa de

Pseudomonassp. utilizadaen la transesterificacióndel (±>sulcatol conacetatode vinilo en

presenciade disolventesorgánicospre-equilibradosa diferentesa,.,.

El soporteno pareceinfluir en la estereoselectividadde forma decisiva,ya que los

valoresde E son muy similaresen todos los casos.

(a) LBCA nativa

30

20
+

o

-4-

1
lo

so

Figura55a. Influenciade laa.~ enla estereoselectividaddela LBCA nativa.
(Mismascondicionesqueen la Figura37).

Adivídad de agua

•
•
•
A aw035
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(b) LBCA inmovilizada
en sílice

(4LECA inmovilizada
en LewatitOC1600

Conversión (%)

Figura 55. Influencia de la a~ en la estereoselectividadde la LBCA
inmovilizada.(Mismascondicionesqueen las flg. 41 y 44 respectivamente).
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Resultadosy Discusión

IV.3.23. Influencia del disolventeen la estereoselectividadde la LBCA.

Hemosanalizadola influenciade las propiedadesdel disolventeen la actividady en

la estereoselectividadde la LBCA en estadonativo. En esteestudio,la enzimapuracatalizó

la reacciónde esterificacióndel R,S ibuprofeno con 1-propanol en el senode diferentes

disolventesorgánicos(Tabla27).

Tabla 27. Influencia de las propiedades fisico-qulmicas del disolvente
en la esterificación estereoselectiva del R,Sibuprofeno catalizada por la LECA nativa.

valores obtenidos de la ret.248; U Conversión en &ster; condiciones de reacción: 66 mM¡buproteno y 66 mM
1-propanol en 5 ml de disolvente; Ta=500C; [SP525]=7 mg/mI; no hubo adición de agua. ‘ Exceso
enantiomérico de S(+) ibuprofeno calculado por HPLC; d Relación enantiomérica: E = ln[(1-c)(1-eejJ/lnl(l-
c)(1 +ee0l. El logP se calculó por fragmentos según la ref.249, por otra parte no está descrito el valor de e/no
determinado.

Influencia del disolventeen la actividad. Como se indicó en el apartado111.3.2, el

disolventeorgánicoempleadoen la esterificaciónafectanotablementea la actividadde la

LBCA inmovilizada(5P435A),de maneraqueesmayoren disolventesapolares(con elevado

logP) que en disolventeshidrofílicos, ya queestosúltimos son propensosa disolverla capa

esencialde aguade las proteínas25o•Lo mismo sucedecon la lipasaen estadonativo (Tabla

27), cuya actividad sintéticaaumentacon el logP del disolvente. Pero encontramosdos

excepciones:las carvonasy el acetonitrilo.Por tanto, hay que considerarotraspropiedades

del disolventeque puedanafectara la actividadcatalíticade la enzima.

Disolvente IogP e’ t(h) e.e.(%)c Ed

Isoectano 4,50 1,95 St 24 26 1,4

Ciclohex ano 2,50 2,02 49 24 20 1,8

(-) Carvona’ 2,80 - 17 - 24 2,5 1,3

(+) Carvon& 2,80 - 5 24 -

Eter diisopropílico 1,90 3,88 26 24 0 1,0

Isobutil metil cetona 1,38 13,11 3 24 -f -

Acetonitrilo -0,33 35,94 25 24 15 3,0

(+) Carvont 2,80 - 48 144 18,2 1,8

Isobutil medí cetona 1,38 13,11 31 144 12,4 2,0
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La actividadcatalíticacon lacarvonadeberíasermayora tenorde su logP (2,80).Sin

embargo,esbajay cambiasegúnse empleela (-) o la (4) carvona.Por tanto la estructura

del disolventedebeinfluir en la esterificacióndel ácido. En cuantoa laactividadde la lipasa

en acetonitrilo(logP=-0,33)deberíaser nula y, en cambio, llegaa un valor equiparableal

éterdiisopropílico(logP=1,9). Este resultadono nosextrañó,ya que ya sehabíadescritola

actividadde la LBCA en la esterificacióndel geraniolen estedisolvente77cd.

Por tanto, el logP no es un parámetrodefinitivo en la elecciónde un disolventea

emplearenBiocatálisis,yaqueno incluye las interaccionesespecíficasdisolvente-enzima,cl

carácterácidoy/o básico(definido por los parámetrosa y 8 de Taft251> o el efectode la

constantedieléctrica(e) del disolventesobrela actividadenzimática.Esteúltimo parámetro

esde gran importancia,ya que la mayoríade las interaccionesno covalentespresentesen la

proteínason de tipo electrostático,y de acuerdoconla ley de Coulomb,estáninversamente

relacionadascon la 6252. En otraspalabras,las enzimasdeberíansermásflexiblesen aquellos

disolventescon un valor de E elevado.De estaforma, la LBCA puedepresentarunamayor

flexibilidad en acetonitrilo(e=35,94), lo que facilitada las interaccionesenzima-sustrato,y

aumentaríasu actividad. Por otraparte,el acetonitriloes el único disolventeutilizado que

tienecarácterácido (a =0,19) y podríainteraccionarconel Asp 145 situadoen la regióna
5,

posibletapaderadel centroactivo, provocandosu aperturay facilitando la entradade los

sustratosen el centroactivo.

Influencia del disolventeen la estereoselectividad.En todos los disolventesel R(-)

ibuprofenose esterificópreferentementefrente al S(+), a excepcióndel éter diisopropílico,

dondeseobtuvoun racémico.Denuevo,hemostenidoqueconsiderarlos parámetrosfisico-

químicosy las característicasestructuralesde los disolventespara explicar las pequeñas

variacionesde estereoselectividad.

1. Disolventesaquirales.Si volvemosa recurriral valor meramentecualitativode E,

pareceque el acetonitrilo mejora ligeramentela estereoselectividaddel proceso,pero en

ningún caso podemos asegurar que los disolventes aquirales ejerzan una influencia

considerablesobre la enantioselectividadde la lipasa.
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2. Disolventesguirales. Las diferenciasen la conversióny en la enantioselectividad

del procesocatalizadopor la LBCA en (-) ó (+) carvona (Tabla 27), hacepensaren la

formaciónde complejosdiasteroisoméricosdisolvente-sustrato,de diferenteestabilidad.

Paracomprobaresta hipótesis, hemosacudidoa construir el modelo más simple

posible,basadoen el empleo de los isómerospuros del ketoprofeno,de la R(-) y S(+)

carvonapuras y de la lipasaB de C. antarctica pura. Los resultadosaparecenen la Figura

56. La velocidadde síntesisconlosdosenantiómerosdel ketoprofenoesparecidaen la S<+)

carvona,mientrasque la enantioselectividadaumentaen presenciade la R(-) carvona.

25 -.

20 —

.5

Oo
u

U *)ketoprofeno

0 50 1130 ‘50 230 250
Tiempo (horas)

a

R<-) &ARVONA

A R( ketorrcfeno

¡ • S(+> ketoprofeno

‘5 --1

10

5

O y

0 50 13)3 150 230 250
Tiempo (horas)

b

Figura56. Esterificacióndel R(-) y el S(+) ketoprofeno catalizada por la LBCA nativa en el seno de R(-)
carvona(a) y S(+) carvona(b). 66 mM de ácidoy 66 mM de 1-propanolen 5 ml de carvona;T5=240C;
[SP525]=7mg/mi; sin adición de agua;velocidadde agitación= 300 rpm.

Si comparamosestosresultadoscon los obtenidosconla isobutil metil cetona(Figura

5>7), observamoscómo el comportamientode la LBCA essimilar en estedisolventey en la

R(-) carvona,pero no sucedelo mismocon la S(+) carvona.Este hechonos indica que el

disolventequiral sí afectaal cursoestereoquimicode la reacción. Unaposible explicación

seria la formación de un complejo diasteroisoméricocarvona-ácido,cuya estabilidad

dependeríade la geometríade la carvonay que determinadala estereoselectividaddel

proceso.Los disolventesaquiralesoriginaríancomplejosde la mismaestabilidad,por lo que
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la estereoselectividaddel procesoestaríareguladapor la propiaenzima.
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¡ A R(-) ketoprofeno

• Sfr) ketoprofeno

Figura 57. EsterificacióndelR&) y el S(+) ketoprot’enocatalizadapor la
LBCA nativa enel senode isobutil metil cetona.66 mM deácidoy 66 mM
de 1-propanolen5ml de IBMK; T3=24”C; 151>5251=7 mg/mI; sin adición
de agua; velocidad de agitación = 300 rpm.

Segúnseala configuraciónde la carvona,la solvataciónde su grupocarbonilocon el

el grupo ácido del ketoprofenose verá favorecidao desfavorecida.Si admitimosque la

interacciónde la cetonacon el ácido tiene lugar a través de los grupospolares(COOH y

C=O) en la carade la carvonamenosimpedidaestéricamente,sepuededarlasinteracciones

que aparecenen la Figura58.
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La interacciónentrela S(+) carvonay los ácidosR(-) ó S(+) tendríael mismo valor

energético,debidoa la localizaciónde la moléculadel ketoprofenocercade la zonaplanade

la enona. De esta forma, no se notaríandiferenciasde enantiopreferenciaentre la isobutil

metil cetonay la S(±)carvona.Sin embargo,la interacciónde la R(-) carvonacon el R<-)

ó S(+) ketoprofenomostraríaun nivel energéticodiferente,debidoa razonesde tipo estérico

relacionadascon el contactodel grupo a-metilodel ácidocon el anillo de la carvona.De esta

manera,la R(-) carvonaformaríaun complejomásestableconel R(-) ketoprofenoque con

el S(+). Comoprimeraconsecuencia,el R(-) ketoprofenoseríaliberado máslentamenteen

este disolventeque el S(-f-) ketoprofeno.A continuaciónse esterificadaa una velocidad

aparentementemenorque en S<+) carvona,tal y comoseobservaen la Figura56. Como

resultadofinal, se produciría la racemizacióno incluso, según la conversiónlograda, la

inversiónen la estereoselectividaddel proceso.

Así pues, los disolventesquirales actúancon los catalizadoresquirales (en nuestro

caso, la LBCA) en los procesosde resolución de mezclasracémicas. Estos resultados

respaldanlas últimasteoríaspropuestasporel grupode Carrea,que sugierenuna interacción

específicadel disolvente con la enzima253 y/o con el sustrato254para orginar complejos

diasteroisoméricos.En estos estudiosemplearon también carvonasjunto con diversas

hidrolasasnativaso inmovilizadas.

IV.3.2.4. Zona de reconocimientodel ácido en el centro activo dc la LBCA.

A partir de la geometríade diversossustratos,se procedióa modelizarla posible

forma del centrode reconocimientodel grupoacilo en el centroactivo de la LBCA, el cual

no se ha descritohastala fecha. Paraesteestudiose emplearonel ácido 2-fenil propiónico

racémicoy los siguientesantiinflamatoriosno esteroidicosen forma racémica:ibuprofeno,

naproxeno, ketoprofenoy flurbiprofeno. A pesar de su bajo logP (que produce una

disminuciónde laactividad),el estudiotuvo querealizarseenisobutil metil cetona,disolvente

en el que todos estosácidosson solubles,con el fin de obtenerresultadoscomparables.

Los ácidosfueronminimizadosmediantela metodologíade la MecánicaMolecular,

conel programaMMX y el campode fuerzasAMBER. El programainformáticoPCMODEL

permitió dibujar los confórmerosde mínimaenergía~ (Figura59).
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El ordende reactividadobservado(ketoprofeno> 2-fenil propiónico> ibuprofeno

> naproxeno= flurbiprofeno)(Figura60), no estárelacionadocon el valor de logP de cada

uno de los ácidos,pueses lo suficientementealto comoparaque no existanrestricciones

disfusionalesatravésdel disolvente.Tampocoel tamañode las moléculaspareceserun factor

determinanteen la conversión(Tabla28). Es posible que la bajareactividaddel naproxeno

y el flurbiprofeno se debaa la rigidez de estasdos estructuras,que encajaríancon más

dificultaden el túnel del subsitio ‘Ar”. Estetúnel tendríaunasdimensionesaproximadasde

4 x 10 x 10 A. Evidentementeestahipótesisdeberíaser comprobaday ampliadacon un

estudio más profundo de Dinámica Molecular que considere,simultáneamente,enzima y

sustrato.
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Figura 60. Esterificaciónde los ácidosaril-propiónicoscaralizada por la
LHCA. 66 mMácido + 66 mM 1-propanol en 10 mI de isobutil metil
cetona; 300 mg de SP435A, T3—=500C; velocidad de agitación=300 rpm.

La reactividad(Figura 60) y enantioselectividad(Tabla29) quepresentala lipasáB

de C. arnarcticaen la esterificaciónde las ácidos2-arilpropiónicosen comparacióncon las

que presentala lipasade C. rugosa en la hidrólisis de los ésteresetílicos de los mismos

sustratos501,noshanpermitidodescubrirlas siguientesdiferenciasenel centroactivo deestas

enzimas:

Acído, 2-aril propióntros

• ketoprofeno

• 2-fonil propiénico

A ibuprofeno

+ flurbiprofeno

¡ • naproxeno
L
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Tabla28. Caracteristicasde J05 ácidos2-aril propiónicos

LogP calculadopor fragmentossegúnla referencia249. b Distanciadesde
el carbonoquiral hastael extremoopuestode la molécula(sustituyenteen
paraen el anillo). C Distanciadesdeel carbonodel grupocarboxílico.

Tabla29. Enantioselectividaden la esterificaciónde
los ácidos2-aril propiénicoscatalizadapor SP4S3Aen IBMK’

‘Condicionesdereacción:66 mM ácido + 66 mM 1-propanolen 10 mI de isobutil metil cetona;
300 mg de SP435A, T’=50

0C; velocidadde agitación=300rpm. b Excesoenantioméricode
formaS(+) calculadoporRMN. ‘Relaciónenantiomérica:E = ln[(1-c)(l-ee,fl/ln[(I-c)(l +ee,)l.

1. Centrode reconocimientodelgrupo alcohólico. La LCR escapazde hidrolizar ésteresde

alcoholesprimariosde hasta16 átomosde carbonode longitud. Porotro lado, el centrode

reconocimientodel gmpoalcohólico de la LBCA tambiénes capazde albergaralcoholes

primariosde cadenalarga, como seha podido comprobaren la la síntesisdel Esteroctílico

del ácidofenil propiónico(Figura28). Lasdiferenciasestribanen la anchurade estecentro.

La LCR no puedehidrolizarésteresde alcoholessecundariosy terciarios,porel contrariola

LBCA puede sintetizaruna gran variedadde ésteresde alcoholessecundariosy con gran

enantioselectividad~7.

Ácido logP d
1 (Mb d2 (A)’

2-fenilpropiónico 1,84 6,05 6,13

Ibuprofeno 3,74 8,77 9,12

Naproxeno 2,83 9,94 10,37

Retoprofeno 2,66 9,95 11,05

Flurbiprofeno 3,48 9,91 10,53

Sustrato Conversión t(h) c.c. ácido E’

eneste?(%)

R,Sketoproi~no 55,6 3 38 2,6

R,Sácido2-fenil propiónico 43,8 7 26 2,5

R,Sibuprofeno 47,6 24 29 2,5

R,Sflurbiprofeno 40,4 72 18 2,0

RSnaproxeno 31,2 48 4 1,3
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2. Centrodereconocimientopara el grupoacilo. Existendiferenciasenlos distintossubsitios

que reconocenJos tres sustituyentes alrededordel carbonoquira]:

a) El subsitiopara el sustituyentegrande(“Ar”) de la LCR escapazde admitir sin

dificultad sustituyentesaromáticosgrandesy rígidos comoel naproxeno210;en cambio este

sustratopresentaproblemasestéricoscuandotiene que encajaren el subsitio “Ar” de la

LBCA. Por tanto, presumimosuna mayoramplitud en estazonapara la LCR y un subsitio

de pocaprofundidadpara la LBCA. Este hechoexplicaríalas dificultadesque presentaesta

enzimaen la hidrólisis de triglicéridosconácidosgrasosde cadenalarga, comola trioleina.

Por otra parte, este subsitio es muy estrecho,lo que explicaría los buenosresultados

obtenidoscon el ketoprofeno,única moléculaque podría acoplarsecon mayor facilidad

debidoa la posibilidad de giro que tiene su grupo cetónico.

b> La elevadaenantioselectividadque presentala LCR hacialos isómerosS(+) de los

ácidos2-aril propiónicos,tantoen esterificacióncomoen hidrólisis, nos indica la existencia

de un gran impedimentoestéricoen el subsitio “h” que sólo admitida como sustituyente

pequeñoal hidrógeno. Por el contrario, el subsitio “11’ de la LBCA podría alojar con

dificultad moderadaun grupo metilo, lo que explicaríasu bajaR-estereoselectividad.

c) En cuanto al subsitio “M”, desconocemoslas dimensionesque presentaen la

LBCA, al haberempleadosólo ácidos2-aril propiónicos. En el caso de la LCR, se ha

comprobadoque los ácidosfenil butíricossonhidrolizadosconmayordificultad que los fenil

propiónicos210.Por tanto, en estaenzimadebeexistir ciertarestricciónestéricaen la zona,

que no admitasustituyentesmucho mayoresque el metilo.
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Lipasa B de Candida antarctica

~

COOH

OH

Ser105

Lipasa de Candida rugosa

CH3

COOR

ÓH
Ser~,

Figura 61. Centrode reconocimientodel ácidoenel centroactivode la
(a) LHCA y (1,) LCR, esteúltimo tomado de la referencia210.

• Ar”
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V. CONCLUSIONES

Como se comentóen el Capítulo1, uno de los objetivosprincipalesde la presente

Tesis Doctoralera el estudio, por primeravez, de la actividad y estereoselectividadde la

lipasaB de Candidaantarcticaen la resoluciónde sustratosno naturalescomo sonlos ácidos

(R,S)aril propiónicos.En todo momento,la lipasade Candidarugosaha sidounareferencia

constanteen nuestroestudio,al ser unaenzimamuyconociday estudiadapor nuestrogrupo

de investigación.

En primerlugar, se procedióa la inmovilizacióncovalentede las dos lipasassobre

diferentessoportesactivadosmediantedistintasmetodologías.Podemosdecir que:

- La lipasade C. rugosa se inmoviliza mejor sobreagarosay sílice. Los derivados

obtenidossobresílice poseenmayorcargaenzimática(5 1-62 mg lipasalgde sílice) que los

obtenidosconagarosa(30-35 mg de lipasalgde agarosa),aunquesuactividaden la hidrólisis

de trioleinaesmenor (66-69%frentea 73-78%).

2. Es la primeravez que se inmoviliza covalentementela lipasaB de C. antarctica

(producto5P525 de Novo) sobreestetipo de soportes.En el caso de los soportesde tipo

orgánico, el brazo espaciadorde las sefarosasinfluye en la estabilidad de ]a lipasa

inmovilizada. Un brazo largo, como en la sefarosa epoxidada, permite cambios

conformacionalesen la proteínaquehacendisminuirsu actividady estabilidad.Sin embargo,

en la sefarosatresiladadondeel brazoes máscorto, la lipasase encuentramásrígida, con

lo que presentamayor estabilidad.Por otro lado, dentro de los soportesinorgánicos,la

alúmina no esun soporteadecuadoparala inmovilización de la lipasaB de C. antarctica,

debidoa los resultadostanbajosde cantidadde lipasainmovilizaday actividadretenida.Sin

embargo, la sílice es capazde admitir mayor cargaenzimática,pero a expensasde una

formaciónde agregadosmultienzimáticosen su superficie con la consiguientepérdidade

actividad y termoestabilidad.Las principales desventajasque muestran los derivados

suministradospor Novoencomparacióncon los preparadosennuestrolaboratorioson: a) la

pocaresistenciade Novozym 435 a la abrasiónmecánicaen los reactoresde tanqueagitado
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habitualmenteutilizados en las reaccionesde síntesis;b) la rápidadesactivaciónque sufre

5P435Acuandose almacenaen el tampónde trabajoa 500C, aunquela actividadresidual

semantienedurantemuchotiempo, posiblementedebidoa las moléculasde enzimaocluidas

en los porosque presentael soporte.La principal ventajade los derivadosde Novo consiste

en su granactividad, debidaseguramentea su elevadacargaenzimática.

En segundolugar, al analizar la enantioselectividaddel proceso, observamosque

la lipasade U rugosaesterificabamayoritariamenteel isómeroS(-f-) del ibuprofeno. Por

tanto, la esterificaciónenantioselectivacatalizadapor estaenzima, como método parala

resoluciónde las mezclasracémicasde losácidos2-aril propiónicos,tieneun interéslimitado,

ya que seobtieneel ácido R(-) puro, enantiómeroque carecede efectoantiinflamatorio.

La lipasaB de Candidaantarcdcapresentauna selectividadcontrariaa la lipasade

C. rugosa, y en principio, esadecuadaparaobtenerlos isómerosS(+) puros;hechoque no

había sido descrito anteriormenteen la bibliografía. Las primeraspruebas realizadas

consistentesen laesterificaciónde los isómerospurosdel ketoprofenoen isobutil metil cetona

y pruebasposterioresconotrossustratos,nosconfirmaronla R-estereoselectividadde la lipasa

B de C. anrarcticahacialos ácidosaril propiónicos.Al no ser enantioseleetiva,esdecirno

esterificabaexclusivamenteel ácido R<-) de los antiinflamatorios,nos propusimosanalizar

todos los factoresque pudieran intervenir en el curso cinético y estereoquimicode la

reacción, con la finalidad de mejorar la selectividaddel proceso. El resultadode estos

estudios,basadosen la resolucióndel ibuprofeno son:

1. Lascondicionesexperimentales(analizadasconayudade un diseñoexperimental)

que favorecenla reacciónde esterificación,son: unatemperaturaalta, una relaciónmolar

ácido/alcoholde 1:1 y una adición elevadade derivado inmovilizado. Ninguna de las

variablesexperimentalesdel diseñoafectana la estereoselectividaddel proceso.

2. El pre-equilibradode las reaccionesa diferentesvaloresde a, ha permitido el

análisis másrigurosode la influenciade la cantidadde agua,en el proceso.A partir de las

isotermasde adsorción,hemosestablecidoun métodoparadeterminarla a,~óptimaque debe

poseerel sistemaparaque la lipasa -nativao inmovilizada- presenteunamayor actividad

sintética.Ni el soporteni la a.,~ del sistemainfluyen en la estereoselectividadde estalipasa.
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3. El logP del disolventeesel parámetroque mejor se ha podido correlacionarcon

el aumentode actividadde la lipasa,de tal maneraqueaquellosdisolventescon logP>2 son

los másadecuadosparaobtenerconversionesaltas.Pero,enotrosdisolventes,hahabidoque

recurrir a otros parámetrosparaexplicar los cambiosde actividad y selectividad.Así, el

sorprendenteincrementode actividad obtenidocon el acetonitrilo (cuyo logP<O) se ha

podido relacionarcon su parámetroa de Taft. Este es el único disolvente utilizado con

carácterácido, y por tanto, conposibilidadde interaccionarconel aspártico145 presenteen

la hélice a5, consideradatapaderadel centroactivo. La estereoselectividadde la enzimano

varíaen gran medidaen presenciade los diferentesdisolventesaquirales.Sin embargo,en

presenciade los dosenantiómerosde las carvonas,empleadascomodisolventesquirales,se

observancambiosde selectividad.Estoscambiosse explicanpor unaposibleformaciónde

complejosdiasteroisoméricosdisolvente-ácidodediferenteestabilidad,queliberanun isómero

del ácido a mayorvelocidadque el otro.

Finalmenteprocedimosa la resoluciónde los ácidosaril-propiónicosracémicos

en un disolventeen el que todos fueran solublesy la lipasaB de (2, antarctica activa. La

isobutil metil cetonacumplíaestosrequisitosy permitió obtenerresultadoscomparables.De

la reactividadobservaday de los resultadosde estereoselectividad,hemosdeducidoque:

a) estructurasrígidas, como la de los anillos del naproxenoy el flurbiprofeno, no

encajancon facilidad en el túnel del subsitio “A?’ del centro activo de la enzima. El

ketoprofenoesun buensustratoyaqueencajaen el centroactivotrasunaposibletorsiónde

la moléculaen su grupocetónico.

b> Con todos los ácidos,la enzimase muestraigual de estereoselectiva.La lipasaB

de (2. antarcilca reconoceel isómeroR(-) de los antiinflamatoriosen mayor medidaqueel

S(±),debidoa la topografíadel centrode reconocimientodel grupo acilo dentrodel sitio

activo.
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