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1.INTRODUCCIÓN





Introducción

1. INFLUENCIA DEL GRADO DE HIDRATACIÓN DEL

MICROENTORNO DE LA ENZIMA EN SUACTIVIDAD CATALÍTICA

EN MEDIOS ORGÁNICOS.

1.1. PLANTEAMIENTO GENERAL.

Laintegracióndelasbiotransfomiacionesenelesquemaglobaldesíntesisdeunproducto

va ganandoterrenoala síntesisclásicaala horade proyectarunasíntesisanivel preparativo.

Estohaimpulsadoeldesarrollodela llamadaIngenieríadelmediodereaccióndondeseestudian

los efectosque sobrelaactividadcatalíticaejercenno sólo la sustitucióndelmedioacuosode

reacciónpor otro no convencional,sino tambiénla adaptacióndel biocatalizadoral nuevo

microentomoproducidopor inmovilización,modificaciónquímicao laadiciónde aditivos.’

Comoventajasprincipalesresultantesdesustituirel medioacuosoporun medioorgánico

podemoscitar:

1) aumentode lasolubilidadde los sustratosdificilmente solublesenagua,enel medio

de reacción,lográndoseunafasehomogénea,

2) desplazamientodelequilibriodelareacciónhaciaelprocesodesíntesisendetrimento

de la hidrólisis,

3) posibilidadde integrar miméticosdel agua,como alcoholes,disolventespolares,

polisacáridos,etc.,quepuedenfavorecerel procesode síntesis,al permitir reduciraúnmásla

cantidadde aguadelmedio,

‘Vermfle, MU, y Tramper,3. (1995) I’ure & Appl. Chem.,67,345-373.

3



Introducción

4) disminuciónde la cantidadde aguaen el medio, lo que disminuyela posibilidadde

reaccionessecundariasdebidasal agua,

5)aumentodel rendimiento,disminuyendolos fenómenosde inhibición enzimática,2

6) empleode disolventesdebajopuntode ebullición, lo quefacilita la recuperaciónde

productosy delbiocatalizador,

7) el biocatalizadorno se disuelve en el medio de reacción, lo que facilita su

recuperación,

8) laestabilidadtérmicadelbiocatalizadoraumentaenmediosorgánicosfrentealproceso

en medio acuoso,3’4

9) reducciónde lacontaminaciónbacteriana.

Segúnla naturalezadel disolvente,sedistinguencuatrometodologíasde trabajo en

biocatálisispreparativa.

1) Mezcla tampón acuoso/disolventeorgánico miscible. En estas condiciones el

disolventeorgánicosueleconsistirenunaparte,relativamentepequeñadel medio(5-20 %).

2) Sistemasbifásicostampónacuoso/disolventeorgánicoinmiscible.En este casose

distinguentres posibilidades:

2a. Biocatalizadorsolubilizadoy bajacantidadde disolventeorgánico.

2b. Biocatalizadorinmovilizadoy pequeñacantidadde disolventeorgánico.

2c. Biocatalizadorinmovilizado o liofilizado y alta cantidaddedisolventepero

2 Vermtle, M.H. y Tramper,J. (1990)Extractivebiocatalystin a Iiqu¡d-inpelledíoopreactorenProceedings ofihe

5th Luropeancongresson Bioétechnology. Eds.: Christianen,C.; Munck, L.; Villadsed,J., MunksgaardInt. Pub.,
Copenhagen,Denmark,pags.:243-246.

Zaks, A. y Klibanov, A.M. (1984)Science, 224, 1249-1251.

Volkin, D.B.; Staubli,A.; Langer,R.; Klibanov, A.M. (1991)Biotechnot Bioeng., 37, 843-853.
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conuna¾1.

3) Sistemasmicroacuosos.Catalizadorinmovilizadoo liofilizado y ¾

4) Sistemade micelasreversas.

De todosellos, en la presenteMemorianoshemoscentradoen el caso 3, ya que las

enzimasempleadas,nativaso modificadasquímicamente,frieronliofilizadaspreviamentea su

adiciónal disolventeorgánicoinmiscibleenagua,preequilibradoa¾<1.

Sistemasmicroacuosos.

Cuandola cantidaddeaguasereduceaproporcionestalesqueesimposibledistinguir

visualmentedichafaseacuosa,nosencontramosantelascondicionesdenominadasmicroacuosas.

Estrictamentehablando,laactividadcatalíticadeun biocatalizadoresimposiblesinagua.

Siempreserequiereunaciertacantidaddeaguaparamantenerlas interaccionesno covalentes

que hacenque se mantengala conformaciónactiva,y que permitan,actuandoa modo de

lubricante,el ligerocambioconfonnacionalquerequiereelprocesocatalíticoparareconocerlos

reactivosy enviarlosproductosde reacciónal macroentorno.Sinembargo,lacantidadmínima

de moléculasde aguaque esnecesariaparaello dependedel tipo de enzimay puedesermenor

que una monocapade moléculasde aguaalrededorde la proteína.5Así, por ejemplo la a-

quimotripsinasólo necesita50 moléculasde aguapor moléculade enzimamientrasque la

polifenoloxidasanecesita3,5-1O~ moléculasdeaguapormoléculadeproteína.6Klibanovy col.

fueronuno delos primerosgruposqueestablecieronqueparaaumentarlaactividadde la lipasa

de Candidarugosaenreaccionesdeesterificacióncatalizadasen medioorgánico,eranecesario

Klibanov,A.M. (1989) Trends Biochem. ScL, 14, 141-144.

6 Dordick, J.S.(1989) Enzyme /vlicroh. Technol., 11, 194-211.
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unapequeñacantidaddeagua;5aunqueenmediosorgánicoslaesterificaciónestuvierafavorecida

sobrelahidrólisis.No obstante,existeun cambioenla selectividadde laslipasasenfuncióndel

disolventeutilizado comomedioorgánico;aunquesiguiendoestalíneaHalling y col?apuntan

quelos cambiosde solvatacióndel sustratono implicanalteracionesen la enantioselectividad

siemprey cuandoambosenantiómerosseansolvatadosigualmenteendisolventesaquirales.Sin

embargo,la solvatacióndel complejoenzima-enantiómeropuedeserdiferentey provocar,en

consecuencia,cambiosenla enantioselectividad.

Dadoquelosdisolventesorgánicosposeenciertaafinidadporelaguadependiendode su

hidrofilia, cuandouna panículade enzimaliofilizada o inmovilizadase añadea un medio

orgánicoencondicionesmicroacuosas,seproduceun repartodel aguaexistenteenel sistema

entre el biocatalizadorliofilizado y el medio. Evidentemente,cuantomás hidrófilo sea el

disolvente,másaguase ha de añadiral medio paraque el biocatalizadorno pierdael agua

esencialnecesariaparaquecontinúesiendoactivo.No obstante,Zaksy Rusell8handemostrado

quesi lacantidadde aguarequeridaparaqueunaenzimaseaactiva,seexpresaraen moléculas

deaguapormoléculasde proteína,estacantidadseriaindependientedelmedioempleado.

Otropuntoa considerarenel casode los catalizadoresliofilizados esel conceptode la

memoriade la enzimaintroducidoporKlibanoven ¡995•9Esteautordemuestraquela enzima

liofilizada en un determinadomacroentorno,conservaal ser liofilizada, la conformación

estadísticamentemásprobablequeteníaenesemacroentomoy alatemperaturaalaqueestaba,

Klibanov,A.M. (¡989) TrendsBiochem. Set, 14, 141-144.

Valivety, RJ-I.; HaIling, P.J.; Peilow, A.D. y Macrae,A.R. (1992)Bioch¡m. Biophys. Acta, 1122, ¡43-146.

Zaks,A. y Ruseil,Al (1988).1 J3iotechnol., 8, 259-270.

Klibanov,AM. (1995)Nature,374, 536.
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junto con unmínimo númerodemoléculasdeagua,el cual depende,obviamentedel pH del

medioquecondicionalacargasuperficialdela proteínay delapresenciadeaditivos,v.g sales,

lactosa,polimeros,impurezas,soporte,que tambiénpuedenreteneragua.Si el aguaque se

retienedespuésde la liofilización es igual o ligeramentesuperiora la mínimanecesaria,el

catalizadorliofilizado seráactivo en el medioorgánico;encasocontrariono seráactivocomo

biocatalizador.

Estemismoconceptode memoriade la enzimafue utilizado porel grupodeKlibanov

paradefinirel conceptode imprintingo modeladode laproteínaporel sustrato0Estosautores

hanobservadoquecuandounaproteinasedisuelveenunadisolucióndeuncompuestoorgánico

multifuncional (ligando),la proteínauna vez liofilizada y lavadaconel disolventeorgánico

muestraunamayorafinidadporel ligando. Si ésteessustratode unareacción,el catalizadores

más activoque el que no seha sometidoa estetratamiento.Estosautoresapuntana que los

ligandosmodulanla proteínacreandocavidadesdondeseintroducen(imprinting), las cuales

permanecendespuésde laliofilización y lavadodelaproteínaliofilizadaconelmedioorgánico

yaqueenmediosorgánicosapolareslaestructuradelaproteínaesmuy rígida.El imprintingde

la lipasahasido utilizado igualmenteporotrosautores.”

De todo ello sededucequeel aguay/o ligandosmodulanla estructuraque laproteína

tendráenel medioorgánicoinmiscibleenagua,unavezhasido liofilizada.

La eleccióndel mejordisolventeparala resoluciónenzimáticaesaúnobjetode estudio.

Laaney su grupo’2 clasificaronlos disolventesen tres gruposteniendoen cuentasu log P.

~Mishra,P.; Griebenow,K. y Klibanov,A.M. (1996)SiotechnoL Bioeng. 52,609-614.

“González-Navarro,H, y Braco, L. (1997)J Mo! Cata! B: Enzymatic, 3,111-119.

2 Laane,C.; Boeren,S.; Vos, 1<.; Verger,C. (1987)Biotechnol. Bioeng., 30, 81-87.
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Atendiendoaestaclasificación,las lipasaspresentanpocaactividadendisolventesconbajolog

P (log P < 2). Por otro lado, la actividadcatalíticaesdificil de preveercon disolventesde

polaridadmoderada2 < log P <4. Y finalmente los biocatalizadoressonmás activoscon

disolventesapolares,log P > 4.

Portodoello, tradicionalmenteseadmitequelos disolventesa emplearenprocesosen

condicionesmicroacuosashande teneraltahidrofobicidad(log P>4)’~ afin de no alterardicha

estructura.Estavisiónestábasada,únicay exclusivamenteenlacapacidadde los disolventesde

log P <2 parasecuestraraguadel biocatalizadorliofilizado, produciendounadistorsiónde la

estructuradelaproteínao evitandoelcambioconformacionalnecesarioparael procesocatalítico

poreliminacióndelaguaesencialde laproteína,mientrasquelos disolventesapolaresno afectan

aestacapadeaguaretenidaalrededorde las enzimas.Sin embargo,existencasosdescritosen

la literatura dondeestaexplicación falla. Así por ejemplo,la esterificacióndel ácido 2-(4~

isobutilfenil) propiónicofuncionamejorendisolventesde log P > 4 parala lipasadeCandida

antarctica,’3’4peroelexcesoenantioméricodisminuyecuandoaumentaellog P14y sin embargo,

la transesterificacióndel (R,S)1-fenil etanolcon las lipasasde F. oxisporumy Ps. cepacia,va

mejorenéterdiisopropílieo(log P 2,0)queenisooctano(log P = 4,50).15

La dificultadde sistematizarestosresultadosnoshaanimadoabuscarotrasteoríaspara

justificarlos,talescomola cinéticadesorcióndelaguaporpartedeldisolvente16olaintroducción

deotrosparámetroscomo la polarizabilidad,carácterácidoo básicodel disolvente,etc.Más

‘~ Arroyo, M. y Sinisterra,J.V. (1994)J.Org. Chem., 59,4410-7.

‘~ Ducret,A.; Trani, M. y Cortie, R. (1998)Enzymne Microb. Technot, 22,212-216.

‘~ Cárdenas,F. (1999) Tesis Doctoral, UniversidadComplutensedeMadrid.

‘~ Van Erp, S.I-I.M., Kamenskaya,E.O. y Kbmelintsky,Y.L. (1991)Eur. J BiocIt, 202, 379-384.
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recientementeYangy col.’7 hanpuestodemanifiestoquetambiéndebeconsiderarseel log P de

los sustratosy porello sucapacidadde sersolvatadosporagua,a lahorade elegir el disolvente

y lacantidaddeaguaaañadiralmacroentomo.Así,estudiandolaesterificacióndelglicerol (log

P = -3,0)condiversosácidosy la lipasaPseudomonasp (PS-30),observaronque el log P del

disolventea elegir cambiabasegúnlanaturalezadel agenteacilante,variandoentre-0,33<log

P<2,8.Enel caso de la triacetina(log P = -0,075)el log P del disolventedeberíaoscilarestar

entre0,60<log P<1,9. Si seesterificabaalcoholbencílico(log P = 1,1)conácidododecanoico

(log P = 4,8), la reacciónsólo iba alog P> 2,5. Asípues,cuantomáspolarseael sustrato,más

polarhade serel medio,parapermitirunabuenadifusión de éstehaciael biocatalizadorsólido.

EstaconsideracióntambiénfueanunciadaporGoldbergy col.18al manifestarla importanciade

la polaridadde los sustratosenla reaccionesde transesterificacióncatalizadaspor la lipasade

Candida rugosa, dondela actividadcon nonanol(log P = 2,33) era48 vecesmayorque con

heptanol(log P = 1,80)al trabajarcon sustratosanhidros.Esto esdebido a la capacidadde

modificarel repartode aguaentrelas fasesque componenel sistema.

Todo ello ha hecho que se reconsidere la acción del disolvente, relacionada

tradicionalmentecon el valor del log P, apareciendoen la bibliografia actualotra seriede

parámetroscomo son la constantedieléctrica’9 (e), el momentodipolar20, el parámetrode

17 Yang, E.; Kuo, Sh-J;Mariyadi, P. y Parkin,K.L. (1994) Enzy,ne Microb. Technol., 16, 577-583.

18 Goldberg,M.; Thomas,D. y Legoy,M.D. (1990)Rur 1 Biochem., 190, 603-609.

“ Fitzpatrick,P.A.; Klibanov, A.M. (1991)1 Am. Chem. Soc., 113, 3166-3171.

20 Bomscheuer,U.; Herar,A.; Kreye. L.; Wendel,V. y Capewell,A. et al. (1993) Tetrahedron: Asymmetry, 4,

1007-1016.
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solubilidadde Hildebrand(8)2122 laacidez(a), labasicidad(fi) o lapolarízabílídad(x*) conlos

que se intenta correlacionarla actividady enantioselectividadde las enzimasliofilizadas

actuandocomocatalizadoresenmediosorgánicos.Noobstante,los resultadossonmuyvariables.

Así mientrasGubiezay Szakács-Schniidt33encuentranque al aumentarlog P, la actividad

enzímáticaaumentay laenantioselectividaddisminuyeenlaesterificaciónde ácidos(R,5’) 2-X-

propanoicos(X = Cl, CH
3); Kawashiroy col.

24 encuentranunadébil correlacióninversaentrela

enantioselectividady log P crecienteen la transesteríficacióndel ester2,2,2-trifluoroetílico de

laN-fluoroacetil-DL-fenilalaninaconn-propanol.

Porotro lado,Arroyo y Sinisterra,25handemostradoqueestosfenómenosse debena la

diferentesolvataciónde ambosestereoisómerosdel sustratoporpartedeldisolvente.Estoafecta

a su liberación y por ello cambiala enantioselectividady la relaciónVI,,aXS/VmnR comoya

indicabanWolff y col.26 de maneraempírica. Estos autoresdespuésde estudiardistintos

disolventesy distintas propiedadesno encontraronuna regla homogéneapara todos los

disolventes.

Lo cierto esquetrabajandoconla mismaenzimaseobservandiferenciasenantioméricas

cuandosecambiadedisolvente.Así, la lipasadeCandidarugosaesterificaelenantiómeroR (-)

21Hildebrand,J.H.;Prausnitz,J.M. y Scott,R.L. (1970)Regular and relatedsolut¡ons. Ed.VanNostrandReinhold,

New York.

22 Catoni, E.; Cernia,E. y Palacci,C. (1996)J. Mo! Cata! A: Chemical, 105,79-86.

23 Gubicza,L. Y Szakács-Schmidt,A. (1994) Biocatalysis,9, 131-143.

24 Kawashiro,K.; Sugahara,H.; Sugiyama,Sh.y l-layashi,H. (1995)Biotechnol. Lett., 17, 1161-6.

25 Arroyo, M. y Sinisterra,IV. (1995)BiotechnotLett., 17, 525-530.

26 Wolff, A.; Straathof,A.i.i.; Jongejan,JA. y Heisnen,J.i. (¡997)Biocatalys¡s& Biotransformations, 15, ¡75-

184.
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del ácido fenoxipropiónicocon butanol en tetraclorurode carbono(E = 16) pero en acetona

esterificael enantiómero8 (+).27

Existen al menoscuatro teoríasparaexplicar los cambiosde enantioselectividaden

disolventesorgánicos.

1. Las diferenciasentreenantiómerosen la solvatacióndel estadode transicióndel

complejoenzima-sustrato.

En esta línea encontramoslos trabajosde Klibanov28 que, empleandoel log P de

disolventesparaestimarlas diferenciasenlasolvatación,encontróunabuenacorrelaciónconla

enantioselectividad,aumentandoéstacondisolventespolares.Ke y col.29, apartirdel complejo

enzíma-sustratoestimaronlaporcióndesustratounidaalaenzimay calcularonel coeficientede

actividaddeestefragmento.Estaaproximaciónpredicela enantioselectividadenmedioorgánico,

pero sólo cuandose trabaja con proteasascristalinas. Pariday Dordick,30 al estudiarla

esterificacióncatalizadaporla lipasade Candidarugosade 2-hidroxiácidoscomprobaronun

aumentode laenantioselectividadcon disolventespocopolares.Carreay col.27no encontraron

ningunarelaciónde la enantioselectividadcon el log P en la acilación de algunosalcoholes

secundarioscatalizadaporla lipasade Pseudomonascepacia.

2. Lapresenciademoléculasdedisolventeunidasal centroactivode la enzima.31

27 Carrea,G.; Ottolina, O. y Riva,S. (¡995) Trends Biotechnot, 13, 63-70.

28 Rubio, E.; Fernández-Mayorales,A. y KI¡banov,AM. (1991)1Am.Chem.Soc.,113,695-696.

29 Ke, T.; Wescott,C.R.y Klibano’~, A.M. (1996) .1. Am.Chem.Srm., 148,3366-3374.

~Parida,S.y Dordick, J.S.(1991) 1Am.Chem.Soc.,113, 2253-2259.

27 Carrea,O.; Otto¡ina,O. y Riva, S. (1995) TrendsBiotechnot,13,63-70.

“ Hirose,Y.; Kariya, K.; Sasaki,1.;Kurono, Y.; Ebiike,H.yAchiwa, K. (1992)TetrahedronLett.,33,7157-7160.
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Siguiendo este enfoque, Ottolina y col?2 han comprobadoque los disolventes

enantioméricosformandiferentescomplejoscon la enzima.Así la lipasade Candidarugosa

aumentabasuactividadconR-earvonavs S-carvonahastaunfactorde 8. Encontraposición,con

estosdosdisolventesquiralesy enpresenciadealcoholessecundarios,laenantioselectividadde

la lipasaB de Candidaantareticaenlaesterificacióndeunácidocarboxilico(ácido(R,S)2-(3’-

benzoil)fenilpropanoico)no sevió afectadatal y comomostraronArroyo y Sinisterra.25

3. Existeotrateoríaenlaquesesugierequelos cambiosdeenantioselectividadsedeben

aerrorescometidosal hacerla mediday a los cambiosdesolvatacióndel sustrato.Van Tol y

col.33comprobaronquealmedirla enantioselectividadatiempofinal seproducenerroresenel

casodequeel productoinhiba la reacción.Estosautores,traslacorrecciónde lainhibicióny de

la actividadtermodinámicade los sustratos,observaronquela acilacióndel glicidol con vinil

butiratocatalizadaporla PPLno sealterabaal emplearcomomediosorgánicosdisolventesde

diferentepolaridad.

4. Estateoríase basaen el estudiorealizadopor Broos y col.34 que relacionaronel

aumentode laenantioselectividadde la subtilisinaen diferentesdisolventesconel incremento

de la flexibilidad del centroactivo de la enzimaen unaescalade nanosegundos.Sin embargo,

estacorrelaciónno hasidoestudiadaaúncon lipasas.

Por último, otro factor a considerares la influencia de la temperaturaen estas

32 Ottolina,O.; Bovara,R.; ¡Uva, 5. y Carrea,0. (1994)Biotechnol. Lett., 16, 923-928.

25 Arroyo, M. y Sinisterra,J.V. (1995)Biotechnol.Lea., 17, 525-530.

~ VanTol, J.B.A.;Jongejan,J.A. y Duine,J.A. (1995)BiocataL Biotransform., 12, 119-136.

Bross,1.; Visser,A.i.W.G.; Engbersen,i.; Verboom,W.; vanHoek,A. y Reinhoudt,0. (1995) £ Am. Chem.

Soc., 117,12657-12663.
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condiciones.Esevidentequelatemperaturaafectaalprocesoalinfluir sobrelaconstantecinética

del mismo.No obstante,tambiénpuedeafectara la selectividaddel procesoal modificar la

solvataciónde los sustratosen el mediode reacción.35En estalínea,el trabajodeAdlercreutzy

col.36sobresíntesisdepéptidosa bajastemperaturasencondicionescinéticamentecontroladas

hamarcadoel inicio de unanuevametodologíade trabajo. En dichotrabajo sedescribeuna

mayorselectividadhacia la formaciónde péptidoscon respectoa la hidrólisis del ester,al

disminuirla temperaturapordebajode O 0C. Esto seatribuyeaqueal bajarla temperatura,los

productosorgánicossevuelvenmuchomásinsolublesenelmedioqueelagua.Laconsecuencia

inmediatade estehechoes que las reaccionesindeseablesdebidasal agua(enestecaso, la

hidrólisisdel donadorde acilo) seminimizan,produciéndoselaaminolisisdel complejoacil-

enzima.

En la misma líneade estudio,Sakaiy col.” aumentaronla enantioselectividadde la

acilacióncatalizadaporla lipasadePs. cepaciaen éterdietílico desdeE = 17 a30 0C hastaE

84 - 99 a-40 0C. En contraposición,laenantioselectividadde la lipasade C. rugosaconácido

2-fenoxipropanoicoaumentódesdeE = 5 a 10 0C hastaE = 33 a 57 0C.

~ Wescott,C.R. y Klibanov, AM. (1993)1Am. Chezi,. Soc., 115, 1629-31.

36 Jónsson,A.; Wehtje,E. y Adiercreutz,P. (1997)Biotechnol. Lett., 9,85-88.

“ Sakai,T.; Kawabata,1.; Kishirnoto,T.; Ema,T. y Utaka,M. (1997)1Org. Chem., 62,4906-4907.
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1.2. Análisisdel procesocatalíticoempleandolipasasliofilizadas y mediosorgánicos

débilmentehidratados.

Comosepuedededucirdeloanteriormenteexpuesto,nosencontramosanteun fenómeno

muy complejo, con muchasvariables interrelacionadasque hacen muy dificil un estudio

sistemáticode todasy cadaunade ellasporseparado.

Creemosque el estudioque mejor ha permitido ver cómo ocurre una reacciónde

esterificación,como por ejemplola síntesisde octanoatode octilo y una de hidrólisis vg

hidrólisisde trioleinaen mediosorgánicosdébilmentehidratadosesel publicadoporel grupo

de Vulfsony col.38 aplicandola técnicade microscopialáserde barrido.Estatécnicamuestra,

empleandonaranjade acridina (soluble en aguae insoluble en medio orgánico), cómo al

principio de lareacciónde esterificaciónlaescasaaguaexistenteenel medioestáalrededorde

laenzimasólida(LipozymeIM-60, lipasadeAh.mi/mi inmovilizadasobreresmaaniónica)pero

rio de formahomogénea,parair creciendoen volumenalrededorde la enzimasólida.Estonos

indica que al principio de la reacciónde esterificaciónel agua presenteestá unida al

biocatalizadorsólidoformandounacapade aguamínima,5queactúaamododeescudoy quea

medidaquela reacciónprogresa,secreaun macroentornohidratadoquedíficultael procesode

esterificación.

No obstante,el aguatiendea formar macrogotas,por razonestermodinámicamente

evidentes,abandonandoel macroentomodel catalizador,el cual puedeseguiractuandosin

alcanzarnuncaun nivel de macrohidrataciónque hagaimposible termodinámicamentela

~ Stenning,R.A.; Needs,E.C.; Brooker,BE. y Vulfson, EN. (1993)Biotechnology, Pl, 1294-1301.

Klibanov,A.M. (1989) Trends Biochem. Sci., 14, 141-144.
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reacciónde esterificación.

Figura 1.1. Microfotografiasatiemposcrecientesdel cursodela reaccióndel ácidooctanoicoconoctanol,
empleando un reactivo fluorescentesolubleenagua. (a) 5 minutosdespuésde iniciadala reacción,(b) 20, (c) 40

38mm.

En el caso de la hidrólisisde la trioleina, los autoresobservanal principio cómo las

microgotasde aguasedirigenhacia la superficiedel catalizadorsólido, dondetiene lugar la

hidrólisis liberandolos ácidosgrasosquevan al mediodadosucarácterhidrófobo,mientrasse

vaformandounacápsulade emulsiónacuosaalrededordelsólidoestabilizadaporelglicerolque

seva formando.Deestamaneraseformala interfaseestableagua-glicerol(enzima)/tríoleína),

lo quehacequela hidrólisisselleve aa cabohastaconsumirel triglicérido.

Figura1.2. Microfotograflasatiemposcrecientesdelcursodc lahidrólisisdela trioleina,empleandoun
reactivofluorescentesolubleen agua.(a) 5 mm despuésdeiniciarselareacción,(b) 15, (c) 25 mm.”

E

Así pues,si queremosentenderel flmcionamientode las lipasasliofilizadas(sólido) en

mediosorgánicosdébilmentehidratadosdebemosanalizarquéocurreenelmicroentomodeesas

~ Stenning,R.A.; Needs,E.C.; Brooker,BE. y Vulfson, E.N. (1993)Biotechnology, 11, 1294-130!.
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partículasdébilmentehidratadas,dondeel escudode agua5rodealas partesmáshidrófilasdel

sólido.

1.3. Influencia del método de preparación del catalizador sólido en su

activid ad/ena ut¡oselectividad

Unacuestiónimportanteesconocerlaconformacióndelaproteinaenelsólido liofilizado

y si está afectadapor el método de preparacióndel biocatalizador.Estos puntos han sido

estudiadosen profundidadpor el grupoKlibanov39 parael caso de la subtilisinaCarlsberg

(proteasaalcalinaaisladadeBacilluslic/ir jforinesEC3.4.21.14).Estaenzimafue preparadapor

los autoresde nueveformasdiferentes:

1) Liófilo dializadoen tampónfosfato20 mM, pH = 7,8 (1 48b).

2) Liófilo dializadoenunasoluciónacuosapH 7,8 en ausenciade tampón(t = 48 h).

3) Enzimaen polvo, obtenidaporevaporaciónde la solucióntampón.

4) Subtilisinaprecipitadaenacetonaen exceso.

5) Subtilisinapreparadaenisopropanol.

6) Subtilisinaconpolietilénglicol(Pm= 10.000)liofilizadaentampónfostato(t = 48 h).

7) Subtilisinaliofilizada en tampónfosfato que conteníaN-acetil-L-fenilalaninamida

(t=48 h).

8) Cristalesde subtilisinaunidosvía glutaraldehido.

9)Subtilisinamodificadacovalentementeconpolietilénglicol.Estaenzimaessolubleen

Klibanov, AM. (1989)Trends Bioche>n. ScL, 14, ¡41-144.

~Noritomi, H.; Almarsson,O.; Barletta,O. y Klibanov, AM. (¡996)BiorechnoL B¡oeng., 51, 95-99.
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mediosorgánicosy utilizadacomoreferenciaencatálisishomogénea.

Estospreparadosseutilizaroncomocatalizadoresde transesterificacióndebutirato de

vinilo (200 mM) con R ó S 1-feniletanol (150 mM) en dioxano,obteniéndosedistintas

enantioselectividades(Tabla1.1).

Tabla1.1. EnantioselectividadesdevariaspreparacionesdesubtilisinaCarlsbergen la transesterificación
en dioxanode butiratode vinilo conR ó 5 1-fenil etanol.39

(KJKm)S/(K.t/Kmk

Preparado enzi¡nhtico
‘7C 450C

1 té 25

2 27 29

3 23 23

4 32 26

5 36 2!

6 19 23

7 21 20

8 ¡5 22

9 34 34

Puedeapreciarsequela enantioselectividaddel biocatalizadordependede la formade

preparacióndelcatalizadorsólido,variandoéstacon latemperatura.Estonoocurreconlaenzima

soluble(muestra9).

Los autoresgeneralizanel estudio con la lipasa dc Rh. miehel, utilizada como

biocatalizadoren la mismareacciónobservandoque la enzimaprecipitadaenisopropanolera

másenantioselectivaquela obtenidaapartir de laenzimaliofilizadaen tampónfosfatopH = 7.

Ademásobservaronquelaenantioselectividaddeestospreparadosvaríaconel disolvente

39Noritorni, 1-!.; Almarsson,O.; flarletta, G. y Klibanov,AM. (¡996)Biotechnol. Bioeng.. 51, 95-99.
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empleadoy la temperatura(Tabla1.2).

Tabla 1.2. Variación de la enantioselectividadde la lipasade Rh. miehelen la transesterificaciónde
butirato de vinilo con R 6 .5’ 1- feniletanolen variosdisolventesanhidros.39

Disolvente
7C 4597

Dioxano 170 19

Trietilamina 150 170

Tetrahidrofurano 19 16

Piridina 1,2 1,1

Nitrometano 330 67

Acetonitrilo 150 37

Podemosobservarquelaenantioselectividadbajaalaumentarla temperaturacuandose

empleadioxano,nitrometanoo acetonitrilocomodisolventes,y semantieneconstantey no varía

en piridina, donde el preparadomuestrabajaenantioselectividad.Porúltimo, en el casode

disolventescomotrietilaminao tetrahidroflirano,el efectoesdespreciable.

Todoello, conduceaplantearsequelas enzimasliofilizadas no deberíantenerlamisma

conformación y que ésta dependióde la preparacióndel biocatalizador.Paraconfirmarlo

Klibanovy col. ‘~ acudieronalaespectroscopiadeinfrarrojo contransformadadeFourier(FTIR)

queyahabíasido utilizadapor Prestrelskiy col.40parael estudiodeproteínasen fasesólida.

Griebenowy Klibanov4’ describencómolas bandasde la zonaamidacorrespondientes

a la estructurade «-hélice, hojas j3 y “randon-coil” son diferentesen estadosólido y en

39Noritomi, H.; Alrnarsson,O.; Barletta,G. y Kíibanov, AM. (1996)Riolechnol. Bioeng., 51, 95-99.

‘0Misbra, P.; Griebenow,K. y Klibanov,AM. (1996)Rio fechnol. Bioeng 52,609-614.

40 a) Prestrelski,S.J.;Arakawa,T.; Carpenter,J.F.(1993)Archiv. Biochem. Biophys., 303,465-473.

i» Prestrelski,S.J.;Tedeschi,N.; Arakawa,T.; Carpenter,J.F. (1993)Biophys.,65,661-67.

Griebenow,K. y Kiibanov,A. (1997)BiotechnoLBioeng.,53, 35 1-362.
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disolución.La intensidadrelativade lasdiferentescomponentesde lasabsorbanciasdelabanda

III de las amidas(1220-1300cm’) nos permiten conocerel porcentajerelativo de las tres

estructuras(Tabla1.3.).

Tabla 1.3. Estructurade la subtilisinaCarlsbergdeterminadaporFTIR.4’

Método de preparación a-hélice (%) Hoja-fI

Soluciónen aguaa 30 19

¡ 23 33

2 22 33

3 28 25

4 19 36

33 14RayosX-cristal
a TampónfosfatopH = 7,8.

De estos datos podemosver que mientras la enzimaen solución y el monocristal

presentanvaloressemejantes,la liofilización produce(entodoslos casos)unadisminucióndel

porcentajedea-hélicey unaumentodc lashojas-e.Asípues,lasenzimasliofilizadaspuedenser

quepresentendistintaactividadenmediosorgánicosporquesuconformaciónesdiferentede la

quetienenen faselíquida o cristalizada.

Cuando estosmismos estudios se repitieron con la enzimasólida suspendidaen

disolventesorgánicos,4’seobtuvieronresultadosinteresantes(Tabla1.4).

Podemosvercómola liofilización aumentael% de hoja-fi peroesteporcentajevariade

formamuyapreciablesegúnel medio.Engeneral,elporcentajede «-hélicesemantieneconstante

salvo parael DMSO (dimetilsulfóxido) dondehay desnaturalizaciónde la proteína(incluso

sólida).Porel contrario,el porcentajede hoja-II varíaampliamente.No obstante,vemosqueno

haycorrelaciónentrelos porcentajesrelativosdehélice-ccy hoja-fi y laactividadcatalíticaenlos
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distintosmedios.

Tabla
orgánicos.4’

¡.4. Estructurasecundariade la subtilisinaCarlsbergensoluciónacuosay suspendidaen medios

Enzima/disolvente FTIR

«-hélice (%) Hoja-~

‘V/Km1O~ (min’)

Soluciónacuosab 34 15

Liofilizada de 48j> C 26 29

Liofilizada suspendidacm

Octano 28 26 2000

Hexano 22 28

Tetraclorurodecarbono 21 35 340

Dibutil éter 28 26 240

Tolueno 26 39 150

Alcohol t-anillico 30 41 2100

Dietil éter 26 26 97

Tetrahidrofurano 27 35 120

Acetonitrilo 27 34 150

Dioxano 26 29 9,2

Dimetilsulfóxido 3 12 <0,1

Alcoholisisdel esteretílico dela N-acetil-L-alarnidacon n-propanol.
Tampónfosfato20mM, pH = 7,8.
Procedentede tampón fosfato20 mM, pH 7,8.

Así pues,estosautoresconcluyenque:

i) la liofilización afectaa la estructuradela proteína.Engeneral,bajaelporcentajedea-

hélicey subeel dela hoja-o,

u) aunquelos disolventesafectanla proporciónrelativade «-hélicey de hoja-o, su

variación no parecejustificar la variación de actividad observadaen esta reacción de

esterificación.

41 Griebenow,K. y Klibanov, A. (¡997)Biotechnol. Bioeng, 53, 351-362.
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1.4. Interacción enzimasólida-disolventeorgánico.

Comohemosvisto,laenzimaliofilizadacambiasuconformaciónalestarencontactocon

un medioorgánicoenel queno essoluble;pero lacuestiónesconocerel mecanismoporelque

estehechotienelugar.

Del trabajodeVulfsony col.’8 sededujoqueunapanículasólidadeenzimaliofilizada

añadidaaun disolventeorgánicoinmiscibleconagua,entraencontactodirectoconeldisolvente

orgánicoel cual debeinteraccionarcon las moléculasde proteínaliofilizada para crearlos

cambiosconformacionalesdescritosporKlibanovy col.’9”04’ Ello produceunaalteracióndelos

enlacesamidoy delos enlacesdehidrógenoquemantienenlaestructuradelaproteínatal y como

handemostradoCombesy col.4’ Porotro lado,disolventeshidrófobosinteraccionanconlaszonas

hidrófobasde laproteínaprovocandotambiénalteracionesestructurales.Todosellospuedenser

seguidospor las variacionesen laposiciónrelativade las bandas1 y III de amidas.

Porúltimo y no menosimportanteestála capacidaddc eliminarel aguaunidaal sólido

liofilizado provocandola desactivaciónde la proteína.

No obstante,no existeun patróndeacciónpuescomopuedesuponersetodo dependede

laestructurade laproteínay deldisolventeorgánico.Esporello porlo queKlivanov y col.4’ no

obtienenvalorescorrelacionablesentrelaestructura(%dea-hélice,láminas-e,etc.)y laactividad

~Stenning,RA.; Needs,E.C.; Brooker,B.E. y Vulfson, E.N. (1993) Biotechnofogy, 11, 1294-1301.

39Noritorni,H.; Almarsson,O.; Barletta,O. y Kiibanov, AM. (1996)Bíotechnol. Bioeng., 51, 95-99.

‘~‘ Mishra, P.;Oriebenow,K. y Klibanov,A.M. (1996)Biotechnol. Bioeng, 52, 609-614.

Griebenow,K. y Klibanov,A. (¡997)Biotechnol. B¡oeng., 53, 351-362.

42 Combes,D.; Auzanneu,l.y Zwick, A.(1993)Stability & Stahilization of Enzymes, pag.:29-36.Eds.: Vanden

Twcel, W.J.J.; Harder,A. y Huitelaar,R.M., ElsevierSciencePub.TheNethcrlands.
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del sólidoenmediosorgánicos.

1.5. Importanciadelaguadelmicroentornodel catalizadorsólido.

En la introducciónaestaSeccióncomentamosbasándonosen el trabajode Vulfsony

col.38comovariabala distribucióndel aguaalrededordel biocatalizadorsólidoenprocesosde

esterificaciónohidrólisisenmediosorgánicosdébilmentehidratados.Supapelescrucialenestos

procesos ya que puede controlar, dependiendo de la enzima, la conversión,43 la

enantioselectividaddel proceso24o laestabilidadtérmicadel biocatalizador.44

Suimportanciahahechoquesedesarrollendiversasmetodologíasqueintentandeterminar

la cantidaddeaguaunidaal biocatalizadory la naturalezadeestaunión. Vamosseguidamente

a comentaralgunosde las principalesmetodologías,que tambiénhemosutilizado en esta

Memona.

~‘ Sterining,RA.; Needs,E.C.;Brooker,B.E. y Vulfson, E.N. (1993)Siocechnology, 11, 1294-1301.

~ Yahya,A.R.M,; Anderson,W.A. y Moo-Young, M. (¡998) Enzyme Microb. TechnoL, 23,438-450.

24 Kawashiro,K.; Sugabara,U.; Sugiyama,5. y Hayashi,1-1. (1995) Biotechnot Lett, 17, 1161-1166.

“Pirozzi, O.; Toscano,6. y GrecoIr., 6. (¡997)Biocotalysi& & Biotransformations, ¡4, 285-297.
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1.5.1. Aplicación de la RMN-’ Ha la determinación de agua unida a la proteína.

Anlicaciónde la J?MNa ¡a determinación delantadehidratacióndeenzimasenestado

nativo

.

La RMN-’ H empleandola metodologíade la relajaciónmagnéticapermiteanalizarla

estructuray la dinámicadelaguaen el macroentomode la proteína.Estametodologíapermite

estudiar:

i) el intercambiode 1~1* entreel aguadel microentomoy los gruposOH, SH y NH de la

proteína,

u) el intercambiode moléculasde aguaentresitios específicosde laproteína,

iii) el númeroy frecuenciade las colisionesentremoléculasde aguay laproteína.

Estainformaciónsededucedelas velocidadesde relajacióndelos H~ del agua,queson

diferentessegúnseael microentomodel núcleoobservado.Detodaslas moléculasde aguaque

estánencontactoconlaproteína,algunaspermanecenunidassuficientetiempoaéstacomopara

quetengalugarunatransferenciademagnetizaciónefectivaentreelprotóndel aguay los de la

proteínaatravésdeunarelajacióndipolarintermolecular.Estoprovocaundescensoenel tiempo

de relajacióny un aumentoenla velocidadde relajacióndelos protonesdel aguaalcanzándose

tiemposdevida mediade 1 segundoparaalgunasmoléculasde aguaen la proteína.Estono

ocurreenel restode las moléculasde aguano asociadasa estossitiosde altaafinidadde la

proteína.En estoscasosel intercambioconel solventees muchomásrápidoen la escalade

picosegundos.Así puespodemosdeterminar,enprincipio,el númerodemoléculasde aguaque

interaccionanconlaproteínaduranteelperíododeadquisicióndela resonanciamagnética,lo que

nospuedendar unaideade las propiedadessuperficialesde lamisma.
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Estosestudiossehande realizarcon un aparatode RM?N con transformadade Fourier

paradescodificarla señal.Entrelas ventajasdel empleodela transformadade Fourierpodemos

encontrar:

- la ausenciade rendijasparaatenuarla radiación,portanto, lapotenciade la radiación

esmayory la relaciónseñal/ruidoesmuy superior,

- todaslas señaleslleganaldetectorala vez, estopermiteobtenerunespectrocompleto

enun breveperíododetiempo.

Un espectroobtenido experimentalmenteestácompuestode un númerode medidas

individuales.La calidaddel espectroaumentaconun mayornúmerode medidaso cuandolos

intervalosdefrecuenciasentremedidasdisminuyen;sinembargo,estoconílevaun aumentodel

tiemponecesarioparaobtenerelespectro.Conelempleode la transformadade Fouriertodaslas

señalessemidensimultáneamentereduciendoel tiemponecesarioparaobtenerunespectropara

cualquierseñal/midodada.

Enestosaparatoslamuestrasemantieneenun campomagnéticoconunafuerzadevarios

teslas.Lamuestraseirradiaperiódicamenteconpulsosde radiofrecuencia,los cualesatraviesan

lamuestraperpendicularmenteal campo.El tamañodelos pulsosesgeneralmente< 10 gs,siendo

el intervaloentreimpulsos,T, deaproximadamenteuno avariossegundos.Duranteel tiempo

T, los núcleosvuelvenal estadooriginal emitiendounaseñalderadiofrecuenciade dominio de

tiempo, llamadaseñal de caídade libre inducción (FID), que se detectacon una bobina

radiorreceptoracolocadaperpendicularmenteal campomagnéticoestático.La FID sedigitaliza

y sealmacenaenunordenadorparael procesamientodelos datos.Normalmentelas señalesde

caídade dominio de tiempo (variacionesde la potenciade la radiacióncon el tiempo), de

numerososimpulsossucesivossesumanparamejorarla relaciónseñal/mido;la resultantese
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convierteaunaseñaldedominiodefrecuencia (representalasvariacionesdelapotenciaradiante

en funciónde la frecuencia)medianteunatransformacióndeFourier.45

La absorciónde energíaseproducepor los núcleosque estánen el estadode menor

energía(estadoparalelo)saltandoalestadodemayorenergía(estadoantiparalelo).Si el proceso

deabsorcióndeenergíaigualael númerodenúcleosen los dosestados,laseñaldeabsorción

disminuyehastaserceroy sedicequeel sistemade espínestásaturado.Paraevitarlasaturación

del sistemala velocidadderelajaciónde los núcleosexcitadosa susestadosdemenorenergía

debesermayoro igual a lavelocidaddeabsorciónde los fotonesderadiofrecuenciaporpartede

los núcleosdel estadodemenorenergía.PoresoenprocesosdeRMN esimportantela relajación

no radianteque disipaenergíacon los átomosdel entornodel núcleo.Interesaademásque el

tiempode vida delestadoexcitadoseapequeñoparaqueno sesatureel sistema,yaquesi esasí

hay un ensanchamientode la lineay la resoluciónde lasmedidasdisminuye.El tiempoóptimo

de unaespecieexcitadaestácomprendidoentre0,1 al s.

Hay dostiposde relajación:

a) relajaciónlongitudinalo espín-red.

b) relajación transversal o espín-espín.

a)Relajaciónlongitudinalo espín-red.

La red está formadapor el conjuntode los núcleosde átomosque constituyenuna

muestra.Sobretodo en líquidosy en gaseslos núcleosde la redse mantienenen continuo

movimientovibratorio y rotatorio originandoun campocomplejo alrededorde cadanúcleo

~ Skoog,D. y Leary, 1. Análisis instrumental, pág. 370. McGraw-Hill. InteramericanaS.A.
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magnético.El campoderedqueresulta,contienecomponentesmagnéticasenlastresdirecciones

del espaciocartesianoquehacenquelos núcleospasendelestadode espinmásalto al másbajo,

de modoquelaenergíaabsorbidaporla red aumentala amplituddelas vibracioneso rotaciones

térmicasde los átomosde la red. Este cambiosecorrespondecon un ligero aumentode la

temperaturade la muestra.La relajaciónespín-redsecaracterizaporuntiempode relajaciónT1,

que esuna mediapromediodel tiempo de relajaciónde los núcleosenel estadosuperiorde

energía.T1 depende,entre otros factores,de la relacióngiromagnéticade los núcleosque

absorbenla energíay del tiempodecorrelaciónrotacionaldel núcleoobservado.El tiempode

correlaciónmideel tiempoquetardaunnúcleoenvolverasuscoordenadasoriginales.Cuando

lamovilidadesbaja,comoensólidosy líquidosviscosos,los tiemposde correlaciónsonlargos

y T, escorto.Cuandola movilidadaumenta,los tiemposde correlaciónrotacionaldisminuyen

y T1 es largo.

T, disminuyeenpresenciade átomosconun electróndesapareado,quedebidoasuespín,

creaun intensocampomagnéticofluctuante.Tambiénocurreestocon núcleosconespín>~/2,

dondela distribuciónde la cargano essimétricay la rotaciónprovocaun intensocampo

fluctuantequeabreotravíaparaqueelnúcleoexcitadocedasuenergíaa la red.La disminución

de T1 provocaun ensanchamientode la líneade RMN-
1H.

b) Relajaciónespín-espín.

Otros efectos que disminuyen los tiempos de relajación y también provocan un

ensanchamientodela línea,seagrupancomoT, o tiempoderelajacióntransversalo espín-espín.

Estarelajacióntienelugarporla interacciónentrenúcleosvecinosquetienenla misma

velocidadde precesiónpero un estadocuánticomagnéticodistinto. La interacciónprovoca
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intercambiodeestadoscuánticosentrenúcleos:los núcleosconmenorestadodeespínseexcitan

y los núcleosexcitadosserelajanal estadodemenorenergía.Así no hay cambioen los estados

peroel tiempodevidapromediode un núcleoexcitadoenparticularseacorta.El resultadoesel

ensanchamientode la línea,quetambiénpuedeserprovocadoporotrascausas.Unadelascausas

deestavariaciónenel campoestáticoeslapresenciaen lamuestrade otrosnúcleosmagnéticos,

cuyosespinesoriginencamposlocalesquepuedenaumentaro disminuirel campomagnético

externoque actúasobreel núcleode interés.En unaredconmovilidad, estoscamposlocales

tiendenaanularsedebidoalos movimientosde los núcleosquelos producen.Peroen sólidoso

en líquidosviscososlos camposlocalespuedenpersistircomoparaproducirunavariedadde

camposdefuerzay portantounagamade frecuenciasdeabsorción.Tambiénhayvariacionesen

el campoestáticoporpequeñasheterogeneidadesen lapropiafuentedel campo.Esteefectose

puedecontrarrestarenpartegirandola muestraenel campomagnético.

En el casoconcretoque nosocupa,lavelocidadde relajaciónespin-redde los protones

del aguadependedel campomagnéticoy de la temperaturay provocaque el movimiento en

funcióndeltiempodeunamoléculadeaguaencontactoconunaproteínaseainferioral delagua

puraatemperaturaambiente.Porello, el estudiode la relajaciónespin-redpermiteestudiarla

dinámicamolecularde lasmoléculasde aguaquerodeanalaproteína.

Tambiénsepuedendetectaren espectrosde altaresoluciónmoléculasde aguaunidasa

la proteínaaprovechandoque su unión a proteínashaceque poseantiemposdevida medios

relativamentelargosal sermuyimportantela relajaciónvía acoplamientodipolaragua-proteína.

Estoscbasaen el hechode queel acoplamientomagnéticoagua-proteínaafectaa lavelocidad

de relajacióndel aguaenestossistemasheterogéneos.La informaciónobtenidaconestatécnica

dinámicano estáen contradiccióncon la suministradapor las técnicasestáticascomo la
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difracciónderayos-X,quedeterminanel númerode moléculasunidasfuertementealaproteína

cristalizada,sinoquedebeconsiderarsecomocomplementaria.

Aplicación de la RMNala determinacióndelapua de hidratacióndeenzimas liofilizadas

suspendidasen mediosor2ánicos

.

Como indicaronZaksy Klibanov3’46el disolventecompitecon la enzimasólidaporel

aguadisponible(micro y macroentorno).Ello justificala bajareactividadobservadacuandose

usanenzimasliofilizadas en mediosorgánicoshidrófilos ya que éstosatrapanel aguadel

biocatalizadorsólidoproduciendosudesactivación.Paramedirestefenómenosehanempleado

diversasmetodologías.La primerafue la valoraciónKarl-Fisherdel aguadel macroentornoy

detenninandopordiferenciaelaguadelmicroentomo47’48.Noobstante,estemediono esútil para

el casode disolventesrelativamentehidrófoboso muy hidrófobos.

El intercambiode 3
1H entrelaproteínatratadapreviamentecon (

3
1HhOy el disolvente,

ha sido descritopor Gormany Dordick
48. No obstantela técnicade trabajo con isótopos

radioactivosno estáal alcancede todoslos laboratorios.

Mas recientementeParkery col.49han demostradoque el empleodel RMN-’H esuna

técnicamuy sensibleparamedirel gradode hidrataciónde la proteína.Paraello la proteínase

equilibraen (‘,H),O y seponeen contactoconn-propanol.Seguidamentesedeterminael grado

Zaks,A.; Klibanov, A.M. (1984)Selence, 224, 1249-1251.

46 Zaks,A.; Klibanov,A.M.(1988) j filo!. Chem., 263, 8017-8021.

~ McMinn, J.l-L; Sowa,M.J.; Chanick,S.S.;Paulaitis,M.F. (1993)B¡opoly,ners,33,1213-1224.

~‘ Gorman,L.A.S. y Dordick, J.S. (1992)fiiotechnot Bioeng, 39, 392-7.

~ Parker,M.C.; Moore,BU. y Blackcr,A.i. (1995)fiiotechnol.Bioeng, 46,452458.
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deenriquecimientoendeuteriode labandaOH delalcoholy asísecalculael gradodehidratación

de lamuestrasólida.

La técnicade RMN tambiénse haaplicadoal estudiodel intercambiode moléculas

cuandola reaccióntranscurreenmediobifásico.50El estudiosebasaencompararel áreade la

señaldelos H~ hidroxílicosconlascurvasobtenidasalequilibrarlasmuestrasadiferentesvalores

de a~, aprovechandoque existeuna linealidaddel áreaanalizadacon la a~ de la muestra.

Medianteun cálculosencillo laconcentraciónde los H~ hidroxílicosobtenidaapartirde suárea,

nosdalaconcentracióndelamuestra.Deestamanerasepuedenobtenerisotermasaprovechando

la señalRMiN-’H. La aplicaciónde estemétodoa un sistemabifásico formado por unafase

líquida (mezclaequimoleculardeácido+ alcohol)y unafasesólida(lipasa)equilibradaspor

separadoadiferentesvaloresde¾.informadelintercambiode aguaentreambasfasesalo largo

de la reacción.Estosintercambios,quevan desdela fasesólidaconun alto valorde a., , hastala

faselíquida conun bajovalor de¾, secaracterizanpor serlentos.

De la mismamanera,Hilís y col.5’ hanencontradounarelaciónentre¾y el tiempode

relajacióndel aguadeterminadaporRMN.

OtrosestudiosdelcomportamientodelaguaempleandoRMN fueronlos realizadospor

el grupodeKojima y col.,5’ quesecentraronendeterminarlamovilidaddelasmoléculasdeagua

en soportescomoel PEO y en sistemasde agua-gelatina,empleandoparaello el tiempo de

relajaciónespín-red(T,).

Decagny,8.; Ergan, F.; Sarazin,C.; Barbotin,J. y Seguin,J. (¡996)Anal. Biochent, 234(2), 142-8.

“ Hilís, H.P.; Manning,C.E.; Ridge,Y. y Brocklehurst,T. (¡996).! Sci. Food Agrie., 71(2), 185-194.

Yoshioka,5.; Aso, Y.; Otsuka,T. y Kojima, 5. (1995).!Pharm. Set,84(9),1072-7.
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1.5.2. Isotermasde sordón de agua.Conceptode a~.

Enlos últimos 20 añosel usodelconceptode actividadde aguaparadescribirel estado

del aguaen el entorno se ha ido introductendoy «anadoacentaciónen el campo de la

Microbiología,la Biotecnologíay sobretodoen la Industriaalimentaria.

Particularmente,en el campode la Biotecnologíay sobretodo en la aplicaciónde las

enzimasasíntesisorgánica,el aguajuegaunpapelmuy importanteen laestructuray funciónde

las enzimas53:

- actúaen la estructuraenzimáticaal crearenlacesde hidrógenoaminoácido-agua,

- altera la estructurade la proteínaal destruir los enlacesde hidrógenoaminoácido-

aminoácido,

- facilita o dificulta ladifusión de reactivoshaciael centroactivo,

- participaen laconstantedeequilibrio(el aguapuedesersustratoo producto).

La cantidadde aguapresenteen el medio de reacciónafectaa la actividadenzimática,

cuandoel procesosellevaacaboenprocesosorgánicosligeramentehidratadosyaqueayudaa

mantenerla conformaciónactivamedianteinteraccionesde tipo no covalente:interacciones

electrostáticas,enlacesdehidrógenoy fuerzasdeVanderWaalsYFrentea losprimerostrabajos

sobre el agua, que realizabanun estudio de la variación de la actividad catalítica del

biocatalizadorcon respectoa los mililitros de aguaañadidosdirectamenteal medio, y queno

condujerona resultadosracionalizables,la modernabibliografia prefierehablarde procesos

“ Orapon,R. (1985)Properties of water infoods. Eds.: Simaton,O. y Multon, J.L. MartinusNijhoff Publishers.

Dordreeht.TheNetherlands.

~ Sehuiz,GE. y Sehirmer,R.H. (1979) PrincipIes of pro/em structure. Springer-Verlag,NewYork.
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realizadosa unadeterminadaactividadde aguadel sistema.

Definicióndel valor de a

Cuandolasmoléculasdeaguaestándisueltasenaguapura,cadaunade ellasserodeade

otrasmoléculasde aguaformandounaesferadehidratación.La entropíadisminuyecuandolas

moléculasdeaguaestánorientadasconrespectoalasmoléculasde soluto,yaquelas moléculas

deaguatienenmenoslibertadparapasarde la faselíquidaala fasede vapory portantolapresión

de vapordisminuye.Consecuentementeseprovocaunadisminucióndel puntodecongelacióny

un aumentodel puntode ebullición.

Deacuerdocon laLey de Raoult,al disolverun soluto en aguadisminuyela presiónde

vapor,estadisminuciónescontinuahastallegara lasaturacióndelasolucióny provocarel inicio

de la cristalización.La Ley de Raoult estableceque parasolutosidealesla presiónde vapor

relativadel disolventeesigual a la fracciónmolardel soluto:

(P0—P) _ ni

(n¡+n2) [1]

donde:

P = presióndevaporde la solución,

= presiónde vapordel disolvente,

= molesde soluto,

= molesde disolvente.

Si suponemosun sistemacerradoenel queuna fasegaseosahúmedaseencuentraen

equilibriocon la faselíquidatambiénhúmeda,podemosdefinir laactividaddel aguade la fase
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líquida(en nuestrocasounadisolucióndereactivoso el biocatalizador)aunatemperaturadada

T, como:

[2]

donde~ esla fugacidaddelaguaenlamezclaa latemperaturadeequilibrio,y ~ esla fugacidad

del aguapuraa lamismatemperatura.

Si la concentraciónde aguaexistenteen el sistemaespequeña(comoocurreen los

procesosbiocatalizadosenmediosorgánicosligeramentehidratados),sepuedesuponerqueel

vaporde aguaaesaconcentraciónsecomportacomoun gasideal, por lo quepodemossustituir

la fugacidad(f~) por lapresiónparcialdel vaporde aguadel sistemaaesatemperatura(~~) y ~

porlapresióndel aguapura(queesmuypróximaa 1 atmósfera),quecoincideconel términode

la izquierdade la ecuaciónque define la Ley de Raoult. Este cocientese denominatambién

HumedadRelativaenel Equilibrio (H.R.E.) (Ver Esquema1.1)y sesueleexpresaren tantopor

ciento.Así puestendríamosque:

Pw
aw [3]
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EsquemaLI. RelaciónentreH.R.E. y aw.

Solucióncon
aw=O,80

Difusión inicial de agua
haciala faseacuosa

ii,,,uuuui í.udtIi Iluulmn

~it5t:
Humedadrelativa

la fasegaseosa,80K

Pw
FLR.E. (—)xIOO

1
[4]

En algunasocasionesse empleael conceptode Coeficientede actividad (e) para

considerarsolucionesrealesno diluidas.Los coeficientesde actividadestándisponiblesen la

literatura específicapero se han definido varias ecuacionesempíricas para su cálculo.

Recientementesehaempleadoel parámetro¾y oparasolucionesacuosasdeelectrolitosdonde

quedabandefinidasfisico-quimicamentelas característicasde estassoluciones.55Y ambos

parámetrossehanutilizado paraevaluarlas interaccionesconel aguadeproteínaspresentesen

alimentos.56

“ Miyawaki, O.; Salto,A.; Matsuo,T. y Nakamura,1<. (1997) BioscL Biochem., 61(3), 466-469.

56 Kumagai,E.; Seto,U.; Kumagai,H.; Sakurai,E.; Ishii, K. y Ami, 5. (1994)Dey. FoodEng., Proc.Int Congr

Eng Food., óth, 1. Ed.: Yano,T.; Matsuno,R.; Nakamura,K. Blackie, 1<. Glasgow(UK).
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Unión delagua

.

Las interaccionesde las moléculasde aguaconsitios específicosde las moléculasde

solutodesempeñanun importantepapelenlaunióndelasmoléculasdeagua.Generalmente,para

la misma concentraciónmolal, la capacidadpara reteneraguadisminuye en los siguientes

compuestos,segúnelordenexpuesto:

i) compuestosiónicos,

u) compuestosno iónicosde bajopesomolecular;porejemplo,azúcaresy péptidos,

iii) compuestosde alto pesomolecularquetienengruposiónicos;porejemplo,proteasas,

iv) compuestosde alto peso molecularque contienengrupospolares;por ejemplo,

almidón,pectinas,celulosa.

Enelcampodelaenzimologíahayquetenerencuentaquelasinteraccionesagua-proteína

estáninfluenciadaspornumerososfactorescomo: lacomposiciónen aminoácidos,la superficie,

lapolaridad,lacarga,la conformacióny la topografiade la proteína,el pH, las especiesiónicas

y la temperatura.

La forma usualde representarestosdatos,es una curvaque mide la variación de la

cantidadde aguaañadidafrentea ¾~Segúnquelas medidasseanefectuadasen el cursode la

deshidratacióndelamuestra(desorción)o en elcursodela rehidratacióndelamisma(adsorción

o resorción) se obtendrándos curvas,las cualesno tienenpor qué coincidir (fenómenode

histéresis)(Figura1.3).
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Figura ¡.3. Isotermadesorcióndeagua mostrandoelefectodelahistéresis.

En algunostramosde la isoterma,paraun determinadonivel de¾~lasdiferenciasson

patentessi escogemoslacurvadeadsorcióno la de desorción.Asíen el casodeunavalorde¾

= 0,2 laconcentracióndeaguaesla misma,perosi vamosavaloressuperiorescomo¾= 0,5el

contenidodeaguareveladoporunacurvau otraessignificativamentedistinto.

Variandola temperaturaseobtieneun conjuntode isotermasde adsorciónya que la

afinidadporel aguade los productosdisminuyecuandoseelevala temperatura.

La isoterma de absorciónpodría considerarseque está compuestapor tres zonas

característicasy biendiferenciadas(Figura1.4):

- Región(O-A), correspondeal aguamuy fuertementeunidaporunioneshidrógenoo

agrupamientospolaresdela proteína,constituyelaprimeracapadehidratación.

- Región(A-B), correspondea una o máscapasde aguaadicionales,másfácilmente

retenidas.

- Región(B-C), que correspondea la apariciónde aguaretenidaporunionesde débil

energíade tipo capilaru osmótico.

aw
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Figura 1.4. Modelogeneralde laIsotermadesordóndeagua.

LS

5
0.5

0.0

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Aw

Métodospara la medidade a,4~
57

1. Interpolación gráfica.

La ¾espordefiniciónel % dehumedadrelativadeequilibrio a la que unasustancia

cualquieraganao pierdehumedadaunatemperaturaespecífica.Esteprincipio sepuedeusarpara

estimaro interpolargráficamentela a.~ de unamuestra.Sedeterminaelpesodel aguaperdidao

ganadaen cámarascon diferentesgradosde humedadrelativay luego seinterpolacomo % de

humedadrelativade equilibrio.El principal inconvenienteeslanecesidaddealgunascámarasde

humedadqueimponenunaslimitacionesdeespacioparalaboratoriosconvencionales.

2. Manoinetría.

La ¾serelacionacon lapresiónde vaporaunatemperaturaconstante;portanto, la a.~se

mide a travésde la presiónde vapor. Estemétodotiene altaprecisióny no escaro,pero los

Jermini,M.F.G. (1986)Qsnrotolerantyeasts-Theirdetection,isolationandpropertiesrelatedto food processing,
ETH-Dissertation,n0 8029.

o
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manómetrossonfrágilese incapacesdemedira lo largodeun ampliorangodepresióndevapor

(Figura1.5).

Figura 1.5. Manómetrodepresióndevapor.

VACÍO

3. Higrometríacapilar.

Esteprocedimientoestárelacionadohigroscopicidaddelpelohumanoy lacapacidadde

estirarsecuandoestáhidratado.Esunmétodobaratoperomenossensiblequeotros instrumentos

de medidade¾•

4. Higrometríaeléctrica.

Laaplicacióndeesteprocedimientosebasaendosprincipios:

i) medidade la resistenciaen ohmiosconlahumedadrelativade unasal higroscópica,

u) actúacomoun higrómetroeléctrico.

Tienebuenaprecisióny operatibilidadperorequierenunaexhaustivascalibracióny son

caros.Estemétodofue utilizadoporCorreay col.58

5tCorrea,A.; Comesana,J. y Sereno,A. (1994)Fluid Pitase Equilib., 98, ¡89-99.
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S. Métododelpunto de rocío.

Se puede calcular la ¾midiendo la temperaturaexactaa la que se produce la

condensacióndel vapor de agua.El principio básicoesque el aguapuedesercongeladasin

cambiosensucontenidohastael estadode saturación.Presentaunaimportanteprecisión,pero

ladeterminaciónescomplicada.

Figura U. Diagramadeun instrumentode puntode rocíoautomatizado.

LÁMPARA
DE NEÓN

MUESTRA
GASEOSA ALIMENTACIÓN

DE ENERGÍA

ESTUFA CORRIENTE
DE ENERGÍA

6. Disminución delpunto decongelacion.

La determinaciónde¾se realizamidiendola presióndel puntodecongelaciónde la

soluciónrespectoal aguapura.

Influencia de a~ en procesosquímicos,bioquímicosy bioló2icos

.

La¾puedeafectarenlavelocidadde reaccionesincluidasenestetipo deprocesosy en

consecuenciaalterarlaestabilidadde lamuestraobjetode estudio:

1. Afectaalaconservaciónde alimentosatravésde procesosde oxidación.

2. Afecta a la estabilidadde alimentosinfluyendoen el pardeamientoenzimáticoo

reacciónde Maillard.
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3. Afectaa los nutrientesde alimentos;por ejemplo,la vitamina C esestablea bajos

valoresde¾~mientrasquela descomposicióndelácidoascórbicoseproduceaaltas¾•

4. Afecta a la actividadbacterianaafectandoaprocesosde crecimiento,germinación,

esporulacióny producciónde toxinas.

5. Afectala la fabricacióny estabilidadde fármacos,porlo queesunparámetroobjeto

de controlenla Industriafarmaccútica.

Delos microorganismosasociadoscon alimentos,los mohossonlos mástolerantesaun

valor bajode ~; seguidosde las levaduras,quesonmástolerantesquelas bacterias.59

Dentrodelcampode laMicrobiologíala recientebibliografiadescribela relevanciaque

tiene el parámetrode¾a la horadecontrolarprocesosde fermentación,particularmenteen el

crecimientodemicroorganismosyenlaproduccióndeenzimasy compuestosprocedentesdesu

metabolismo.

Asínosencontramosquecontrolandoel valorde¾podemosmanipularla formaciónde

micotoxinascomoel ácidociclopiazónicoy laaflatoxinaenAspergillusflavus.60

Enel casode Lactococcuslactis trabajandoenunrangodealtosvaloresde¾~sefavorece

la formaciónde ácido láctico; pero si el valor de ¾desciende,seforma ácidoacético,que

colaboraen la alteraciónde laspropiedadesorganolépticasdel queso.61

Enel campodela Industriafarmacéutica,recientestrabajosdemuestransuinfluenciaen

59Prior,BA: (1990) Water activity and nñcroorganisms.Symposiumon wateractiviáyat Labotec,Johannesburg,
SA.

~ Gqaleni,N.; Smith, J.; Lacey,J. y Gettinby, G. (1997) Appl. Environ Ivlicrobiol., 63(3), 1048-1053.

~ Valik, L.; Gorner,EL; Zemenovic,1. (¡995) Protavin Vecfr, ¡3(5), 355-67.
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laproduccióndeantibióticosj3-lactámicosporStreptomycesclavuligerus,62o enlacristalización

de la ampicilina63y de la teofllina.M Seempleatambiénen la prevenciónde la contaminación

bacteriana,en el áreade la Cosmética65’66y principalmenteen el campo de la Industria

alimentaria.67

Enenzimologíay particularmenteenla aplicaciónde enzimasasíntesisorgánica,el agua

desempeñaun papelmuy importanteenla estructuray funcionesde laenzima:

a) actúasobrelaestructuracontribuyendoaunionesno covalentes,

b) puedealterarlaestructuraproteicadesorganizandolos enlacesdehidrógeno,

c) facilita la difusióndereactivos,

d) participade la constantede equilibrio, puedesersustratoo producto.

Paradeterminarelefectodelaguaenun equilibrio seempleala¾~quepermitedescribir

la distribucióndel aguaentrelas fasesqueforman el sistemay puedenverseafectadasporuna

uniónconlasmoléculasdeagua.Tambiénlapresenciadedisolventeorgánicoo especiesapolares

influyenenel repartode aguay afectanala fasepolar,dondeestápresenteelbiocatalizador.Para

podervaloraresteefecto,seempleael log P.Porotro lado,ladiferentesolvatacióndereactivos

y productospresentesen el sistemaprovoca cambiosen la concentraciónafectandoa las

constantesdeequilibrio, al rendimientode la reaccióny a la cinéticadel biocatalizador.

62 Cochet,N.y Demain,A. (1996)J Appl. Bacteriot , 80(3), 333-7.

63 Zhu, 1-1. y Grant,0. (1996)mt £ Pharm., 139(1,2),33-43.

~ Zhu, U.; Yuen, C. y Grant,D. (1996)mt. J Pharm., 135(1,2),151-160.

65 Enigí, D.C. y Sorrelis, K.M. (1997)Cosmet Set Technol. Ser, 16,45-73.

Franke,J. y Meyer, B. (1994)SOFWJ, 120(6), 317-ls, 320-1.

67 Leistner,L.y Russell,N.J. (1991)Foadfreserver., 111-34.Ed.: Russell,N.; Gould, G.Glasgow (UK).
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EsquemaI.2.lnfluenciaen el valor de a~ del equilibrio entreel agualibre y e] aguaunida a varias
moléculaso fases

Aguadisueltaen disolvente

Aguaunidaa moléculasde enzima a~ Aguaunidaa otroscomponent

vapor deagua en fase gaseosa

Enunareaccióncatalizadaenzimáticamentelamedidade¾seharealizadoa travésde

sensoresen contactocon una fase de vapor que se mantienepor encimade la mezclade la

reacciónorgánicao sobreunamuestrasólida.6818’69’0Estaatmósferapuedecontenercantidades

devapordel disolventeu otrasespeciesvolátiles que puedenafectaral sensor.Sin embargo,

existenotrossensorescomoel detectordehumedadde clorurode litio, queno sevenafectados

por la presenciade disolvente,tal y como lo demuestranlos estudiosrealizadosen medios

orgánicosque van desdeel hexanoal etanol.7’ Otrossensoresactúansumergidosen fases

orgánicaslíquidas,aunquepresentandificultadesparasumanipulación.”Recientementesehan

propuestootrosmétodosalternativoscomoel de Degny Frigaard73quedescribeel uso de una

68 Haliing, PJ.y Macrae,1. (1982)Fol Processing. EurPotentAppl. 64, 855.

Itcoldberg M.; Thomas,0. y Legoy, M.D. (>990)Eur. Ji Bioc/zem., ¡90, 603-609.

~ Blanco,R.M.; Guisán,LM. y Halling, P.J.(1989)Biotechnol. Letí., 11, 811-816.

~ Goldberg,M.; Parvaresh,E; Thomas,0. y Legoy,M.D. (1988)Biochim. Biophys. Acta, 957, 359-362.

“ Blanco,R.; Rakels,i.; Guisán, J. y Halling, PJ. (1992))3iochhn. Biophys. Acta, 1156(1),67-70.

72 Khan, S.A.; Halling, P.J.y EclI. 0. (1990) Enzyme Microb. TechnoL, 12,453-458.

~ Degn,H. y Frigaard,N.-IJ. (1993)Anal. Chim. Actcs, 274(2), 355-9.
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membranaconectadaa unacélulacon un espectrómetrode masas,o el deSaraziny col.74que

identificacambiosen los desplazamientosquímicosen RMN-’I-l enprotonesintercambiables

comofunciónde ¾•

Enlugarde medir¾directamente,tambiénpuedecalcularseapartirdelaconcentración

deaguadisueltaenla faseapolarmayoritariasiempreque los cálculosparalos coeficientesde

actividadsetenganencuenta.En medioorgánico,estaconcentraciónsemediríaporel método

de Karl Fishero algunade susvariantesYM7’7536Sin embargo,no se tratade un métodomuy

preciso,yaquees indirectoy requierequelas muestrasseantomadasy controladasprovocando

con la manipulación ciertos errores, especialmenteen medios poco polares donde las

concentracionesde aguasonbajas.Comoalternativa,tambiénsehaempleadola medidade la

radiaciónprovocadaporelcentelleodelaguatitrada.48El inconvenienteesqueesunmétodocaro

y el estudiono seha aplicadoala determinaciónde ¾~No obstante,cualquiermedidaen una

muestra,yaseadeconcentraciónde aguao de¾requieregrancuidadoantelaposibilidaddeun

cambiodurantela manipulación.Es fácil tenerpérdidascuandolos nivelesde aguason bajos

debido a su volatilidad y fácil adsorcióna cualquiermaterial. Igualmenteel aguasepuede

adsorberencualquiermuestrainclusopresentándoseen estadode vaporexistenteen el entorno

del laboratorio(encantidadesdependientesdelclimay la humedadatmosférica).El problemase

~ Sarazin,C.; Goethals,O.; Seguin,J.P;Legoy, MIX y Barbotin,J.N. (1992)1Chim. Phys., 89, 541-547.

46Zaks, A. y Klibanov, A.M. (1988)1Bici!. Chem., 263,8017-8021.

~‘ MeMina, J.H.;Sowa,M.J.;Chamick,5.8.;Paulaitis,M.E. (1993)Biopolyzners, 33(8), 1213-24.

~ Yamane,T.; Kojima, Y.; lchiyu, T. y Shimizu,5. (1988)Ann. NYAcad. ScL, 542, 282-293.

76 Yamane,T.; Kojima, Y.; lchiyu, T.; Nagata,M. y Shimizu,5. (1989)Biotechnol. Bioeng., 39, 392-397.

Gorman,L.A.S. y Dordick,J.S.(1992)Btotechnol. flioeng, 39,392-397.
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complicacuandoel aguade lamuestraestáenunacantidadmuypequeña.Un mediobasadoen

n-hexanopuedeexperimentarimportantescambiosen¾cuandoseexponealaatmósferadurante

menosdeun minuto,o por contactoconlas superficiesdejeringas,etc.77

En biocatálisistan importantecomolamedidade¾esel controlde esteparámetroaun

valordeterminado.Los componentesde lamezclade reacciónpuedenequilibrarseaunvalorde

¾conocidaatravésde la fasegaseosa,usandosolucionessalinassaturadasparapodergenerar

una atmósferade un valor de ¾determinado.Esta tite la aproximaciónempleadaen la

biocatálisisenmediosno convencionalesporGoderisy col.78y posteriormentehasidotambién

empleadaporotros investigadores.El métodosepresentaenel Esquema1.3.

Esquema1.3. Representacióndel métododepreequilibradoa unaa.~ detenninada.

FASE
ORGANICA BIOCATALIZADOR

SOLUCIÓN
SALINA
SATURADA

EN EQUILIBRIO ENEQUILIBRIO

MEZCLA DE FASES
EQUILIBRADAS

Sin embargo,el preequilibradoinicial auna¾determinadano aseguraqueestevalorvaya

aserpermanenteduranteelprocesode la reacción.Taly comolo demostraronGoldbergy col.79

~‘ Khan, SA. (1988) Ph. D. Thesis. Universidadde Strathclyde.

Qoderis,U.; Ampe, O.; Feyten,M.; Fouwé, B.; Guffens,W. et al. (1987)Biotechnol. Bioeng., 30, 258-266.

‘~ Ooldberg, M.; Thomas,D. y Legoy,MD. (1990)Enzyme Microb. Technot, 12, 976-981.

1~
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enlaesterificacióncatalizadaporla lipasade Candidarugosaen un sistemabiÑsicosin adición

dedisolventesorgánicosy posteriormentetambiénhasidocomprobadoporotrosautores.80’70Hay

queteneren cuentalapresenciade dosprocesos:

i) consumoo generaciónde aguadurantela reacción,

u) solvatacióny comportamientode la fase.

La formaciónpuedeeliminarseestudiandoelprocesosólo abajasconversiones,donde

laestequiometriaquerepresentaelaguaesinsignificante.Sinembargo,existenreaccionesdonde

puedenafectarconsiderablemente.

Si doscomponentes,preequiilibradosporseparadoauna¾determinadasemezclan,la

¾permaneceráconstantesólo si hay unarelaciónprecisade los coeficientesde actividadpara

elaguaen losdoscomponentesy sumezcla.Portanto,laaproximaciónmásútil espreequilíbrar

porseparadoy lugo dispersarun componenteen el otro paraformarla mezclade reacción.En

estecasola¾no tienepor quécambiardebidoaqueambasfasesestánenequilibrioen lo que

queadistribuciónde aguaentreellasserefiere.81’82Si existenotroscomponentesen la mezcla,

quetambiénseredistribuyenentrelas fases,sepuedealterarel valor de¾ya que sealterala

composiciónentrelas fasesafectando,en consecuencia,alos coeficientesde actividadparael

agua.Portanto,estaposibilidadhayquetenerlaencuenta.Esteeselcasode Nordiny col.83que

preparanunatransesterificacióncatalizadapor Ps.fluorescensequilibrandolos reactivosde la

~ Kramer,O.; Batenburg,L.; Derksen,.1. y Cuperus,1k (1997)1 Mol. Catal. fi: Enzymatic, 3, 121-125.

70Goldberg,M.; Parvaresh,EL; Thomas,D.y Legoy, M.D. (1988)Biochim. Biophys. Acta, 957, 359-362.

SI De la Casa,R.M.; Sánchez-Montero,J,M. y Sinisterra,J.V. (1996)Biotechnol.Lea., 18, 13-18.

82 Odaiepo,D.; HaJJing,P. y Larsen,V. (1994)Biocatalysis,8(4>,283-7.

~ Nordin,O.; Hedenstr~m,E. y Hógberg,H. (1994)TetrahedronAsymm.,5,785-788.
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reacción,asícomoel biocatalizadory el medioaun valor seleccionadode¾

Entre los métodosparacontrolar la ¾a lo largode unareaccióncatalizadaenmedios

orgánicos,nosencontramos:

i) sensoresquerealizanunamedidadirectaenelmedio,”

u) solucionessalinassaturadas,84

iii) saleshidratadas,85

iv) sílicagel equilibradoaunadetenninada¾.7o

Esmásdificil mantenerconstantela¾enreaccionesqueproduceno consumenagua(por

ejemplo,la esterificaciónentreun ácidoy un alcohol)debidoa queel aguadebeserretiradao

añadidadurantelareacción.

Engeneral,estasaproximacionesno sonprácticasaampliaescaladebidoal alto coste,la

dificultad para equilibrarbajosvaloresde ¾y dificultad añadidaa la hora de recuperarel

biocatalizador.El inconvenientede estosmétodosesquela presenciade estassaleshidratadas

y solucionessalinaspuedenprovocaralteracionesenel biocatalizadoral estarencontactocon él

duranteelprocesode lareaccióny ademásla recuperacióndelasmismasesun tantocomplicada.

Por estarazón,se hanprobadootrasalternativas,con buenosresultados,comoesel

empleode un reactorenel queestápresenteunafasegaseosaequilibradaa una¾determinada

“ Sakai,1; Kawabata,1.; Kishimoto, T.; Ema,T. y Utaka,M. (1997)J Org. Chem., 62, 4906-4907.

84 Roselí,C.M.; Vaidya,A.M. y Halling, P.J.(1996)Biotechnol.Bioeng,49, 284-289.

85 Kvittingen, L.; Sjursnes,B.J.;Anthonsen,1. y Halling, P.J.(1992)Tetrahedron, 48, 2793-2802.

70Goldberg,M.; Parvaresh,F.;Thomas,D. y Legoy,M.D. (1988)Biochim. Biophys. Acta, 957,359-362.
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y enconstantecirculación.86’87

Otraalternativaesemplearparesde saleshidratadasde¾conocida,queactúanamodo

detampónde¾dentrode lamezcladereacción,peromanteniéndolasaisladasparaqueno entren

encontactoconel biocatalizadory así facilitar la recuperaciónde las mismas.Dentro de esta

estrategiasehan empleadodiferentesalternativasparaencapsularestassales:membranasde

poliamida,88 tubo de silicona sumergido en el medio de reacción,8990 membranade

polipropilenterefialato»Tambiénse ha probadomodificandola ingenieríadel reactorpara

mantenerestassalespresentesduranteel procesode reacciónsin alterarla composiciónde la

mezcla.849’

La importanciade ¾enreaccionescatalizadaspor enzimasquedamanifiestamente

avaladaenlabibliografla;sin embargo,encontrarunarelacióndirectaentreactividadenzimática

y valorde ¾óptimo esdificil yaqueno existeunareglageneralaplicableatodos los casos.Ya

que las lipasasdifieren en la cantidadde aguaque necesitanparamaximizarla velocidadde

esterificaciónde unareaccióncatalizadaenzimáticamenteen medioorgánico.

Así enelcasodePseudomonascepacialaestabilidadestáfavorecidacuandotrabajacon

86 Ujang,Z.; AI-Sharbati,N.y Vaidya, AM. (1997)B¡otechnot Prog., 13(1), 39-42.

Wehtje,E.; Kaur, J.; Svensson,1.; Adlercreutz,It y Mattiasson,B. (1996)Ann. N.Y. Acad Sd, 799, (Enzyme
EngineeringXIII), 35 1-357.

88Hessbruegge,B.J. y Vaidya,A.M. (1997>1Membr. ScL, 128(2), 175-182.

89 Wehtje,E.; Svensson,1.; Adlercreutz,P. y Mattiasson,B. (1993)BiotechnoL Tech., 7, 873-878.

Webtje,E.; Kaur,J.;Adlercreutz,P.;Chand,S.yMattiasson,B. (¡997) Enzyme Micra!,. Techno/.,21,502-5W.

~ Dego,U. y Frigaard,N.-U. (1993)AnaL Chim. Acta, 274(2),355-9.

Roselí,C.M.; Vaidya,A.M. y Halling, P.J.(1996)Biotechnot Bioeng., 49,284-289.

Roselí,C. y Vaidya,A. (1995)AppL MicrobioL B¡otechnoí, 44(3-4),283-6.
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bajos valoresde ¾Y2Trabajandoen el mismo intervalonos encontramoscon la lipasade

Rhizomucorrniehei,quealcanzamayoresrendimientosconmenorvalor de~ Igualmentela

termoestabilidaddela quimotripsinaliofilizada aumentaa menor¾ttasícomoel rendimiento

de la hidrólisiscatalizadapor laamidasadeAspergí/bisoryzae.95

Porotro ladotambiénnosencontramosreferenciasdereaccionesqueestánfavorecidas

por altos valores de ¾~como es el caso de la síntesis de triacilgliceroles catalizada

enzimáticamente,96o la síntesisde péptidoscatalizadaportermolisina?

Lo quesí estáclaroesquela relaciónentrela actividadcatalíticay la a.~dependedeltipo

delipasatal y comoconfirmaronValivetyy col.98Estaafirmaciónfuecorroboradaposteriormente

porSvenssony col.99al estudiarla influenciade¾enla velocidaddereacciónentrediferentes

lipasaspara unamisma reacción.Así la lipasa de Rhizopusarrhizus alcanzael máximo

rendimientoy lamáximavelocidadconuna¾de 0,33,mientrasquela lipasade Pseudornonas

requiereparaestosmismosresultadosvaloresmuchomásaltosde ¾. Estosautoresincluso

comprobaronqueparauna mismalipasasuactividadcatalíticapodíaestarinfluida pormásde

un valor de ¾óptimo. Esto ocurríacon la lipasade Pseudomonasqueparaalcanzarunaalta

92 Arcos, i.A.; Robledo,L. y Otero,C. (1997)Biocatat B¡otransform., 14(4), 251-267.

~‘ López-Belmonte,M.T.; Alcántara,A. y Sinisterra,J.V. (1997)1Org. Chem., 62(6), 183 1-1840,

Wehtje,E.; de Wit, U. y Adlercreutz,P. (1996)BiotechnolTech.,10(12), 947-952.

Rajnochova,E.; Dvorakova,J.; Hunkova,Z. y Kren, V. (1997)Biotechnol. Lettt, 19(9),869-872.

Van derPadí,A.; Sewalt,J. y Vant’Riet, K. (1992)Prog. BiotechnoL, 8, 557-62.

~ Hwang,K.; Lee,5. y Lee, K. (1995) Biotechnol. Lett, 17(1),71-6.

98 Valivety, RU.; Halling, P.i.; Peilow,A.D. y Macrae,A.R. (1992)Biochim. B¡ophys. Acta, 1122, 143-146.

Svensson,1.; Wehtje,E.; Adlercreutz,1’. y Mattiasson,E. (1994)Biotechnot Bioeng, 44, 549-556.
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velocidadinicial dereacciónnecesitabaaltosvaloresde ~; mientrasquealo largodelareacción

unadisminuciónenel valor de¾aumentabael rendimiento.

Otroejemploeselcasodelaesterificacióndelácidodecanoicocondodecanolcatalizada

porla lipasadeRhizomucormiehel,con la queseobtuvola máximaactividadcon 0,3<¾<0,5;

mientrasqueempleandola lipasade Candidarugosael valoróptimo fue¾z1,0.

Tambiéndiferentesreaccionesnecesitandistintovalorde¾óptimo. Así lavelocidadde

esterificaciónentreel glicerol y ácidooleicousandola lipasadeRhizomucormiehelno cambió

significativamenteal cambiar~; perolasíntesisde dioleinaapartir demonoleinafuemásrápida

con¾ 0,5y lasíntesisdetrioleinafue másrápidacon valoresinferioresde¾.í~

Dadoel interésquedespiertala relaciónde¾conlaactividadcatalítica,Valivetyy col.’08

comprobaronqueel gradode purezaenzimáticay la naturalezadel soporte(exceptosi éstees

hidrófobo)no influyen enestarelación.Mientrasquelos perfilesdeactividadcatalíticavs ¾~í

dependende lacargadel soportey del gradodeglicosilaciónde lasproteínas.Elestudiodeestos

perfilesserealizótambiéncon la lipasade CandidarugosaporWehtjey col.102comprobándose

queno dependíande la reacciónquecatalizabala enzima,yafuerahidrólisis, esterificacióno

transesterifleación.Así mismo observaronque la reacciónde transesterificaciónno estaba

afectadaporel valor de ~; mientrasqueen el casode la reacciónde hidrólisisel aumentode¾

favorecíael rendimientofinal.

Igualmenteenel estudiode la esterificacióncatalizadaporla lipasade Candidarugosa

Duda>,Y. y Lortie, R. (1995)B¡otechnoí Ríoeng, 45(2), 129-34.

101 Valivety, R.;FlalIing, PJ.;Peilow,A. y Macrae,A. (1994)J.Biochem., 222(2),461-6.

[02 Wehtje,E. y Adlercreutz,P. (1997)Biotechnol. Lett., 19(6), 537-540.
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enéterdiisopropílico,’03la reacciónsevio favorecidaporun aumentode¾~queprovocabaun

incremento de la Vmax; ademástambién se afectó en otros aspectosde la cinética del

biocatalizadorcomo lo demuestrael ligero aumentode la 1<,,, del ácido y el considerable

incrementode la Km del alcohol paraaltos valoresde ¾~Este aumentode Kl,, dependede la

enzimay del disolventeempleadocomo medio de reaccióny es debido al incrementode la

competicióndel aguacomonucleófilo parala formacióndel complejoacil-enzimacuandose

trabajaconaltosvaloresde¾•

Respectoa la influenciade¾enla enantioselectividadde la lipasade Candidarugosa

no quedamuy claroqueexistaunarelacióndirectasegúnlos datospresentesen la literatura.Si

bien sehacomprobadoqueen la esterificacióncatalizadapordichaenzimaen ciclohexano,el

valorde ¾sí afectaalaenantioselectividad.’~”05”~Porotro ladoWehtjey col.’07estudiaronla

influencia de a~ en la enantioselectividadde la lipasade Candida rugosa al catalizar la

esterificaciónde alcoholessecundariosconácidodecanoicoy no encontraronningunarelación.

Sin embargo,observaronun ligero incrementodelaenantioselectividadal aumentar¾cuando

seempleótoluenocomodisolvente.Porotro lado,parala resolucióndesenderolaumentando¾

hubodiferentesresultadosal cambiarde disolvente.Estavariaciónreflejaqueel efectode los

diferentesdisolventesen la enantioselectividadtodavíaestáporestudiar.En contraposición

[03 Wehtje,E. y Adlercreutz,P. (1997)BiotechnoL B¡oeng., 55(5), 798-806.

Hógber,HE.; Edlund,H.; Berglund,P.y Hedenstróm,E. (1993)Tetrahedron: Asynunetry, 4, 2123-2l26.

[05 Berglund,P.;Voerde,C. y Hoegberg,H.E. (1994)Biocatalysis, 9, 123-130.

Lundh, M.; Smitt,O. y Hedenstroern,E. (1996)Tetrahedron: Asymmetry, 7(11),3277-3284.

[07 Wehtje,E.; Costes,D. y Adlercreutz,1’. (1997)J.MoL Catat fi: Enzyme, 3(5), 22 1-230.
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Bovaray col.’08 no encontraronningunarelación entre la ¾y la enantioselectividaden la

transesterificaciónde sulcatolconacetatode vinilo catalizadaenzimáticamente.

En definitiva hay que decir que la ¾influye en la velocidadinicial de esterificación

catalizadaporlipasaenmediosorgánicosligeramentehidratados.’~Dehecho,el aguaproducida

por lareacciónde esterificaciónescapazde activaro inactivaral provocarcambiosenel estado

de hidrataciónde la preparaciónenzimática.Por otro lado, la dependenciade la actividad

catalíticacon respectoa¾varíapoco al cambiarla polaridaddel disolvente.Sin embargo,la

concentracióndeaguanecesariaparamantenerla misma¾paradiferentesdisolventesvaría

ampliamentesegúndemostraronZaksy Klivanovt Posteriormentesecomprobóquela cantidad

de aguaquerodeabaala enzimadependede la ¾del sistema,”0

Enlamayoríadelasreaccionesenzimáticasseempleael medioorgánico.Paramaximizar

el rendimientode productossintéticos,espreferiblereducirlaactividadtermodinámicadelagua

(¾)pordebajode 1 (valor parael aguapura),las enzimaspuedenreteneractividadbajo estas

condicionesy el cambiodel equilibrio conduceaun aumentodel rendimientode los productos

deseados.Sinembargo,la cantidadde aguay ¾no puedenreducirsehastael límite, yaque la

actividadcatalíticade laenzimaseperdería:elcontenidocrítico de aguavaríade un catalizador

aotro, y la ¾también.Poresto,habráuna¾óptimaparacadaproceso.

En reaccionesde esterificacióncatalizadasporla lipasade Candidarugosaelvalorde¾

dependede variosfactores:

[08 Bovara,R.; Carrea,O.; Otiolina, O. y Riva,5. (1993)Biotechnot Lett, 15(9), 937-42

Valivety,R.H.; Halling, P.J.y Macrae,AR. (1992)Biocatalysis iii Non-Conventional Media, pag.549. Eds.:
Tramper,J. y col. Elsevier.Amsterdam.Holanda.

46Zacks,A. y Klibanov, A.M. (1988)1Bid Chein.,263, 8017.

[O l-lalling, F.i. (1989)Trends B¡otechnoL , 7,50.
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- laagitación79

- la masade la preparaciónenzimáticaquedeterminala capacidadde la lipasapara

producirel aguasuficienteensuentornoinmediato46

- la acuofiliade lapreparaciónenzimáticalIl

- el estadode hidratacióndelbiocatalizadory del disolvente”2

- la concentraciónde aguay lapolaridaddelmedio’2

- la interfaseentrela faseacuosay la orgánicatambiénesesencialen laactividadde la

lipasa”3

- la concentracióndel sustrato,repercutiendoa suvez en la cinéticadelcatalizador.”4

Sepuedenemplearvariasestrategiasparaajustarla actividadde aguaóptima parauna

determinadareacción.Por un lado, añadiendocantidadesvariables de aguay midiendo la

velocidadinicial y obtenerasi unascondicionesóptimas;y por otro lado, pre-equilibrarel

disolventey el enzimapor separadocon solucionessalinassaturadasde ¾conocida,hasta

encontrarel valorde¾óptimo,queno tienequecoincidir conel dela enzimay el disolventepor

separado.’~Estepunto constituye uno de los aspectosmásinteresantesde la Biosíntesisen

mediosorgánicosy serádesarrolladoen lapresenteMemona.

Ooldberg,M.; Thomas,D. y Legoy, M.D. (1990)Enzyme Microb. Technot, 12, 976.

Reslow,M.; Adelcreutz,P. y Mattiasson,B. (1988)Eur. £ Biochem., 172, 573.

[‘2 Deetz,3.5. y Rozzell, J.D. (1988)TIBTECI-I, 6, 15.

[2 Laane,C.;Boeren,5.; Vos,K. y Veeger,C. (1987)BiotechnoL Bioeng., 30, 81.

‘~ Desnuelie,P. (1972)TheEnzymes, p. 575. 3red.vol VII. Academie.Press.Inc. P.D. Boyer.

Fureby,AM.; Tian, L.; Adlercreutz,P. y Mattiasson,B. (1997)Enzyme Micro!,. Techno!., 20, l98-206.

Dudal,Y. y Lortie, R. (1995)BiotechnoL Bioeng., 45,129-134.
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1.5.3. Análisis termogravimétrico de los biocatalizadoressólidos.

La definicióngeneralmenteaceptadade análisistérmicoabarcaal grupo de técnicasen

las que semide la variaciónde unapropiedadfisica de unasustanciay/o de susproductosde

reacciónen función de la temperatura,mientrasla sustanciase sometea un programade

calefaccióncontrolado.Se puedendistinguir másde una docenade métodostérmicos,que

difierenenlas propiedadesmedidasy enlosprogramasdetemperatura.Estosmétodosencuentran

una amplia aplicación tanto en el control de calidad como en investigaciónde productos

industriales, talescomo polímeros, productosfarmacéuticos,arcillas,minerales,metalesy

aleaciones.El comentario siguiente se centrarábásicamenteen dos métodos, los cuales

proporcionaráninformaciónquímicabásicademuestrasde materiales.Estosmétodosincluyen

latermogravimetría(TU) o análisistérmicogravimétrico,y elanálisistérmicodiferencial(ATD).

Análisis térmico uravimétrico

.

Enunanálisistermogravimétricoseregistracontinuamentelavariaciónde lamasade una

muestracolocadaenunaatmósferacontroladaal ir aumentandola temperaturade lamuestrade

formalinealconeltiempo(enunarelacióndefinida).Larepresentacióndelavariaciónde lamasa

enfunciónde la temperaturaexpresadaen % generalmente,sedenominatermogramaocurvade

descomposicióntérmica.45

~ Skoog& Leary,Análisis Instrumental. Ed. Mc Oraw-Hill.
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Análisistérmicodiferencial

.

El análisis térmico diferencial es una técnicaen la que se mide la diferenciade

temperaturaentreunasustanciay un materialde referenciaenfunciónde la temperaturacuando

la sustanciay el patrónsesometenaunprogramadetemperaturacontrolado.Normalmente,el

programade temperaturaimplica el calentamientode la muestray del materialde referenciade

tal maneraquela temperaturade lamuestraT~ aumentalinealmenteconel tiempo. Secontrola

la diferenciade temperaturaAT entrela temperaturade la muestray la temperaturade la

referenciaT~ (AT= Tr - T8) y serepresenta frente a la temperatura para dar un termograma

diferencialtal comoel quesemuestraen laFigura1.7.

La disminucióninicial de temperaturaque apareceen todos los ATD esdebidaa la

transicióndevidrio, unfenómenoobservadoinicialmentecuandosecalientanlamayoríade los

polímeros.Enel termogramade la Figura1.7 seobservandosmáximosy unmínimo, todosellos

sellamanpicos.Los dosmáximossonel resultadodelos procesosexotérmicosenlos queel calor

sedesprendede lamuestra,provocandoquesutemperaturaaumente,elmínimo llamadofusión

es la consecuenciade un procesoendotérmicoen el queel caloresabsorbidopor el analito.

Muchospolímerosamorfosempiezanacristalizarenformademicrocristales,emitiéndosecalor

en esteproceso.La formaciónde cristalesesla responsabledelprimerpico exotérmico.El área

delpicose hacemayoraldisminuirlavelocidaddecalentamiento,yaqueenestascircunstancias

tienentiempode formarsey de crecer.

El segundopico de la figura esendotérmicoe implica la fusión de los microcristales

formadosen el procesoexotérmicoinicial, estetipo de pico tambiénapareceenprocesosde

evaporaciónde agua.El tercerpicoesexotérmicoy seencuentrasólosi el calentamientoselleva
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acaboenpresenciade aireo deoxigeno(en nuestrocasono esposibleya que trabajamosen

atmósferade nitrógeno).Estepico esel resultadode laoxidaciónexotérmicade un polímero.El

cambionegativofinal en AT es debidoa ladescomposiciónendotérmicadel polímeroparadar

lugara unagranvariedadde productos.

Figura1.7. Análisis térmicodiferencial.
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Comosesugiereenla Figura1.7 los picosdel análisistérmicodiferencialresultantanto

de cambiosfisicoscomo de reaccionesquímicasinducidasporcambiosde temperaturaen la

muestra.Entre los procesosfisicos quesonendotérmicosseincluyenla fusión, lavaporización,

la sublimación,laabsorcióny la desorción.La adsorcióny la cristalizaciónsongeneralmente

exotérmicos.Las reaccionesquímicas puedenser exotérmicaso endotérmicas.Entre las

reaccionesendotérmicasseencuentranladeshidratación,la reducciónenunaatmósferainertey

la descomposición.Las reaccionesexotérmicasincluyen la oxidaciónenaire u oxígenoy la

polimerización.Las áreasde los picosenlos termogramasdiferencialesdependende lamasade

lamuestra,m, de laentalpíaAH, del procesoquímicoo fisico y de ciertosfactoresgeométricos

y de conductividad,estasvariablesestánrelacionadaspor la ecuación:

A=-KGmAH=-K’mAH [5]

DondeA esel áreadel pico,Gesun factordecalibradoquedependede lageometríade

la muestray K esuna constanterelacionadacon la conductividadtérmicade la muestra.El

conveniode asignaciónde signosnegativosa un cambiode entalpíajustificael signonegativo

en la ecuación.Paraunaespeciedada,K’ permanececonstantesiemprequeunciertonúmerode

variables— talescomola velocidadde calentamiento,el tamañode lapartículay la colocación

de lamuestrarespectoal termopar-esténcuidadosamentecontroladas.Enestascondiciones,la

ecuaciónsepuedeutilizar paradeterminar:

a) lamasadeunanalitoconcretosi K’ e AH sepuedendeterminarmediantecalibración

b) la variaciónde entalpíasi seconocenK’ y m.

RecientementeGentili y col•í16 pusieronde manifiestoquelas técnicastermoanalíticas

[6 Oentili, A.; Curini, R.; Cernia,E. y D’Ascenzo,O. (l997)J. Mo). Cato!. fi: Enzyinat¡c, 3,43-49.
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permitíanobtenerunainformacióndetalladade lacantidadde aguaunidaa unaproteínasólida

poranálisistermogravimétrico(ATG) y de la fuerzade unióndeaquellaa laproteínaporanálisis

térmicodiferencial(ATD).

Esteestudioselleva a cabocalentandola muestrasólidaenunacápsulade platino y

analizandola pérdidade peso(ATG) y la variaciónde la temperaturadel sólido duranteel

proceso(ATD).

Medianteestatécnica,acopladaaun espectroIR con transformadade Fourier(FTIR) se

puededeterminarqué sustanciasse eliminan y a qué temperatura.Este último dato está

relacionadodirectamentecon la fuerzade unióndelaguaa la proteína.Evidentemente,cuánto

mayoresla temperaturaala queseelimina, másfuertementeunidaestáelaguaala proteína.
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1.6. Técnicasdemodulacióndelaguadel microentorno.

De todo lo dicho,cabededucirqueel papeldel aguaen el microentornode

sólidaesffindamentalparasuactividady enantioselectividadcomo biocatalizador.

Porello, sehanbuscado,sin lograrlo,metodologíasparamodularel contenidodeagua

delmicroentomoy modularasílaactividadenzimática,especialmenteenel casodelahidrólisis.

Estas metodologíasse puedenclasificar en dos grandesgrupos según se actúe sobre el

macroentornoo el microentornodel biocatalizador.

Tabla1.5. Principalesmetodologíasempleadasparala modulacióndelaguadelbiocatalizador.

unaenzima

Microentorno

- ni icelasreversas

- adición de polímeros

modificacióncovalente:

- unión apolímeroshidrófobos

- unióna polimerosanfifilicos

- unióna polimeroshidrófilos

Seguidamentecomentaremosbrevementelas distintasmetodologías.
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1.6.1. Empleodedisolventesmiméticosdel agua.

La adición/eliminacióndel aguadel medio, controlandoel nivel de hidratacióndel

disolventeorgánico,creemosno merececomentario,y esla másinseguradeutilizar cuandose

estáestudiandoporprimeravezel nivel dehidratacióndelmicroentornodeuncatalizadorsólido.

Estetrabajosiempredebeir acompañadode unestudiorigurosode las isotermasde sorcióndel

disolventey del biocatalizadorjuntos.81316

Comohasidoindicadohastaelmomentolasenzimasdependendel aguaparalamayoría

delas interaccionesnocovalentesqueayudanamantenerlaconformacióncatalíticamenteactiva.

Dependiendodel tipo deenzimacon la queestemostrabajando,la cantidadde aguarequerida

paramantenerlaactividadcatalíticaesfuncióndel tipo de biocatalizadory del medioen el que

tienelugar la reacciónquecataliza.

El aguapresenteenun sistemabifásicopuedesepararseendoscategoríasfisicasdistintas:

i) la mayoríadel agua(> 98 %) actúacomoverdaderodisolvente,

ji) unapequeñafracciónestáíntimamenteunidaa la enzima,

portanto,el estadofisico del aguaunidaala enzimaesdiferentedel queactúacomodisolvente.

Teniendoencuentaestoy aplicándoloala catálisisenzimáticaenmedioorgánicosería

posible sustituir parcialmenteel agua íntimamente unida por un disolvente, sin alterar

significativamenteel mediode la enzima,atravésde los llamadosmiméticosdelagua.

Dentro de esteenfoquese encuentrael trabajorealizadopor Gubiezay Kelemen-

SI Dela Casa,R.M.; Sánchez-Montero,J.M, y Sinisterra,IV. (1996)Bioteelinol. Lett, 18, 13-18.

‘~ Arroyo, M.; Sánchez-Montero,J.M. y Sinisterra,.LV. (1998)Enzyme M¡crob. Technol., 24, 3-12
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Horváth”7enel quesedemuestraunaumentodelaactividady enantioselectividadde la lipasa

de Candidacylindraceaal sustituirel aguaporun miméticocomo esel etilénglicol.El estudio

sebasaen queel aguapresenteenreaccionesenzimáticasen mediosorgánicosactúaamodode

lubricanteproporcionandounamoléculade proteínaconla flexibilidadrequeridaparalacatálisis

enzimática.Estepapelque tieneel aguacomolubricantesebasaen su capacidadparaformar

enlacestipo puentesde hidrógenocongruposfuncionalesdelas moléculasde proteína.46”8

Segúnesto,cualquiercompuestoquefisicamentetengalasmismaspropiedadesque el

aguaparala formacióndeenlacesdehidrógenopuedeactuardemanerasimilar.’18

Unadelas contribucionesmásinteresantesquepuedenrealizarlosmiméticosdel agua

esel hechode queel efectosobrela actividadcatalíticaesmásfavorablecuandola reacciónse

lleva acaboenpresenciadedisolventesconalto log P,cuyahidrofobicidadfavorecelavelocidad

de reacción.”8”’9 Por el contrario, si seusandisolventesaltamentehidrofilicos éstospueden

retirar de la enzimala cantidadde aguanecesariaparala actividadcatalíticaprovocandouna

pérdidade actividad.

Gubiczaycol.”7comprobaronque existeunacantidadóptimademiméticodelaguaque

sepuedeañadiral medio de reacción.Estehechoconfirma que el aguatiene dos funciones

distintas en la reacción catalizadaenzimáticamente.Parte de ella es irremplazable y

‘ Oubicza,L. y Kelemen-Horváth,1. (1993)JMo! CataL, 84, 27-32

46 Zaks,A. y Klibanov, A.M. (1992)J.Dio! Chem.,263, 8017.

8 Ooldberg,M.; Thomas, D.y Legoy,M.-D. (1990)Lur £ Biochem., 190, 603.

Kitaguchi,H.; ltoh, 1. y Ono,M. (1990)Chein. Lett., 1203.

~ Laane,C.; Borren,5.; Hilhorst, R.y Veeger,C. (1987)en Biocatalysis iii Organic Media, p. 65.Eds.:Laane,C.;
Tramper,J. y LilIy, MD., Elsevier,Amsterdam.
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corresponderíaa la monocapade aguaque recubreal biocatalizadory la otra parte,sólo

parcialmentesepuedesustituircon miméticos,provocandoel correspondienteaumentode la

actividadenzimáticaal impedirel desplazamientodel equilibrio hacia la izquierda,ya quela

concentracióndel aguatotal esmenoren el sistema.

Otraconsecuenciaimportanteal disminuirla cantidaddeaguaporunmiméticoesquela

estructuraenzimáticasevuelvemásrígida,provocandoun aumentode laenantioselectividadlo

cual favoreceque la enzimasea capazde discernir de maneramás clara entre los dos

enantiómeros.

Porello,sepuedeconcluirqueeslainteracciónenzima-aguaelfactordeterminantedeuna

reacciónenzimáticaenmediosligeramentehidratados,muchomásquela interacciónenzima-

disolvente.No obstante,el efectodel disolventetiene un papelrelevante,ya queescapazde

actuarsobrelaactividady enantioselectividaddelbiocatalizador,alterándoseestascaracterísticas

al pasardeundisolventeaotro condiferentelog P. Sin embargo,esel empleodemiméticosdel

agua el hecho que va a permitir una mejora de la actividad y enantioselectividadde los

biocatalizadores.

Con estemismo enfoquehay un trabajode Kazlauskasy col.’20 enel quecomprobaron

queel tratamientode la lipasadeCandidarugosacon2-propanolprovocabaun aumentode la

actividadespecíficay enantioselectividadde la enzimaen la resoluciónde ácidoscarboxílicos

sustituidosenla posición2. Esteestudioestábasadoenlos resultadosobtenidospor Hedstróm

y col.’2’ enel tratamientodesolucionesacuosasdela lipasade Candidarugosaconun disolvente

20 Colton, 1.3.; Ahmed,SN.y Kazlauskas,R.J. (1995)1Org. Chem., 60, 212-217.

Hedstrdni,O.; Backlund,M. y Slotte,IP. (1993)Biotechnol. Bioeng., 42,618-624.
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orgánicoy conformaronunaumentoconsiderablede laenantioselectividaden laesterificación

del ácido (R,S) 2-(4-isobutilfenil) propanoicoen una microemulsiónde aguaen isooctano

estabilizadapor bis(2-etilhexil)sulfosuccinato,mientrasquereaccionessimilaresdesarrolladas

en aguao isooctanosólo, fueronpocoenantioselectivas.

La explicaciónde estosresultadossegúnKazlauskas’20es que el tratamientocon 2-

propanolconviertala formacerradadela proteínaenformaabierta.’22Latransiciónentreambos

estadosrequiereúnicamenteel movimientode la tapadera.El movimientodela tapaderadesde

la conformacióncerradahastala abiertaestáasociadocon:

a) Un reordenamientode laestructurasecundariaduranteel cuallatapaderagiracasi900,

desdeun plano horizontalsobrela superficieproteicahastaotro casi perpendiculara ella. El

movimientode la tapaderano puede,sin embargo,serdescritocomounarotaciónde un cuerpo

rígido simple,aunquetienelospuntosde bisagrabiendefinidosenlos residuosGlu-66y Pro-92.

Sctratadeun balanceodela hélicea b3,2’ cuyocentroviajaunadistanciade 19 A al extremoN,

hastaconvedirseenla conformaciónabierta,enlapartedela tapaderamásexpuestaaldisolvente.

b) Una isomerizacióncis-transde la Pro-92,que probablementeaumentela energía

requeridaparala transición entre los dos estadosy puedejugar un papel importanteen la

estabilizaciónde laconformaciónactivade la interfaseagua/lípido.Es interesantedestacarque

laconformacióntrans , másfavorecidaenergéticamentesealaqueadoptalaconformaciónabierta,

desplazandoelequilibrioenesadirección.Estepapeldecisivode la isomerizacióncis-transdel

enlacepeptídicopuedeno serunacaracterísticageneralde estafamiliade lipasas,sinobastante

[20 Colton,l.J.; Ahnied, SN.y Kazlauskas,R.J.(1995)1Org. Chem.,60, 212-217.

‘22 Radzicka,A.; Acheson,SA. y Wolfenden,R. (1992)Biorg. Chem., 20,382-386.
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específicade la lipasade Candidarugosa.’23

1.6.2. Modificaciónno covalentedel microentorno.

La optimizaciónde un procesobiocatalíticoimplicael controlde losfactoresqueafectan

ala actividady estabilidadde unbiocatalizador.Paraestepropósitosehanempleadodiferentes

estrategias,comoesel casode la inmovilizaciónde un biocatalizadorsobreun soporteque ha

mostradoseruno delos mejoresmétodosparaaumentarla termoestabilidadenzimática.’24

Otra estrategiaampliamenteutilizadaha sido el empleode aditivos, talescomo: sales,

polioles,polímeros,azúcares,etc,quesehancomportadocomoestabilizadoresdelas proteínas.

Así, sehacomprobadoel efectopositivoquetienesobrelaactividadlaadiciónde NaCí

en la hidrólisisde tributirina catalizadapor la lipasade Candidarugosa.’25 En la mismalínea

Hemáizy col.’26hancomprobadoquela adicióndeNaCíy CaCI
2al mediodereacciónaumentan

la actividad enzimáticade la lipasacomercial de Candidarugosa (LCRC) y del derivado

semipurificado(LCRS)enlahidrólisisdelaceitede oliva. ResultadossimilarestuvieronArroyo

y col)
27enla hidrólisisdelaceitedeoliva catalizadapor la LCRCenestadonativoe inmovilizada

23 Grochulski,P.; Li, Y; Schrag,ID. y Cygler,D. (1994)Pror. Science,3,82-91.

[24 Basri, M.; Ampon, K.; Zinwan Yunus, W.N.; Razak,CILN.A. y Salleh, A.B. (1995)1 Chem. Technoi

BiotechnoL, 64, lO.

[25 Sánchez,E.V.; Bello, .LF.; Roig,MG.; Burguillo, F.J.; Moreno,J.M. y Sinisterra,J.V: (1996)EnzymeMicroh.

Technoh,18, 468-476.

[26 Hemáiz,M.J.; Rúa,M.; Celda,B.; Medina,P.; Sinisterra,.J.V.y Sánchez-Montero,J.M. (1994)AppL Biochem.

Biotechnoli,44, 213-229.

~Arroyo, M.; Moreno,i.M. y Sinisterra,J.V. (1993)£ Mol. Catal.,83,261-271.
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en agarosay zuro de maíz medianteuna activaciónpor cloruro de tosilo. Siguiendoesta

metodologíaencontraronun manifiestoaumentode la keai que fue menoren laspreparaciones

inmovilizadasqueen laenzimanativa.

Respectoalempleodepolioles,sesabequesonprecursoresdeunambientefavorablepara

laenzima,yaquemantienentantolasinteraccioneshidrofóbicasintramoleculares,esencialespara

la estructuranativa de la proteína;comoasí, la primeracapade hidrataciónalrededorde la

moléculadel biocatalizador.’28

Enestalínea,sehacomprobadoqueenlasíntesisdeldipéptidokyotorfinacatalizadapor

laa-quimotripsinainmovilizadaenCelite,lapresenciadesorbitolaumentalaactividadsintética.

Esteefectoseatribuyeaqueeladitivoreducelacantidaddemoléculaslibresde aguadelsistema,

favoreciendoeldesplazamientodelequilibriotermodinámicohacialareaccióndesíntesis.’29Por

otro lado, la presenciadel poliol modifica favorablementeel microambientede la enzimay

mantienenlacapade hidrataciónquerodeaal biocatalizador.’30Gekkoy Timashefí”’ también

concluyeronquelahidrofilia de los poliolesasegurabalacapade solvatacióny laexposiciónde

los gruposno polaressemanteníaintactaa latemperaturaensayada,permitiendolaestabilización

de la proteína.

Sin embargo,laaltahidrofilia del sorbitol le sitúaenlas cercaníasdel microentornodel

catalizador,de maneraque cuandose trabajaen mediosorgánicospuedeformar enlacesde

hidrógenoconlaproteínay actuarcomomiméticodelagua.Poreso,siaumentasuconcentración,

[28 Khmelnitsky,Y.L.; Welch, S.H.;Clark,D.S. y Dordick, i.S. (1994)£ Am. Chem.Soc.,116,2647-2648.

[29 Lozano,P.; Coinhes,D. E Iborra,J.L. (1994)1B¡otechno!, 35, 9-18.

“~ De Diego,T. (1998)TesisDoctoral. UniversidaddeMurcia.

13[ Oekko,K.; Timasheff,SN. (1981)Biochemisrry, 20,4677.
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aumentasuinteraccióncon elmicroentomode la enzima,provocandola retiradade moléculas

de agua,alterando la monocapaque es esencialpara la estructuraproteicay rompiendo

interacciones hidrofóbicas intramolecularespara finalmente inactivar a la proteína. En

consecuencia,reduceel contenidodeagualibre enelmicroentomoy puedellegaraactuarcomo

depresorde ¾~Por estarazónesconvenientetrabajara bajosvaloresde ¾•‘~‘Ademásestos

autores comprobaron el aumento de termoestabilidaddel biocatalizador, debido a la

inmovilizaciónde lasmoléculasdeagua,másquealarigidificacióndela proteína,confirmando

que la concentraciónóptima del aditivo dependede la temperaturade reacción. Esta

estabilizaciónfrentealadesactivacióntérmicatambiénfue comprobadaporCioci y Lavecchia’33

al investigarcon Jg G-humanaen presenciade sorbitol.

La presenciade sorbitol tambiénfue ensayadapor Yamaney ~ comprobandoque

puedeaumentarla velocidadde unaesterificación,teniendoen cuentaque la concentración

óptimade aguasealteracuandoestosaditivos estánpresentesen el mediode reacción.

En estamismalíneaAdlercreutz’35presentaun interesantetrabajoen el queadsorbea-

quimotripsina(a-CT) ó alcohol dehidrogenasade hígadode caballo(HLADH) sobrecelite y

realiza dos reaccionestest como son la transesterificacióndel ester etílico de la N-

acetilfenilalaninacon butanoly la reduccióndeciclohexanonaaciclohexanol,respectivamente.

La reacciónla realizaenmediosorgánicosy preequilibrandoadiferentesvaloresinicialesde¾~

[32 De Diego, T.; Lozano,P.; Ñiguez,M.J. e Iborra, EL. (1998). En SxabilityandSiahillzarion,411-416.Ed.:

Ballesteros,A.; Plou, E.; Iborra,J.L. y Halling, P.J.ElsevierSc. B.V.

‘~ Cioci, F. y Laveechia,R. (1998)BiotecirnoL Teclt, 12(11), 855-858.

‘~ Yamane,T.; lchiyu, 1.; Nagata,M.; Ueno,A. y Shimizu,5. (1990)Biotechnol.Bioeng.,36, 1063-1069.

‘~ Adlercreutz,P. (1991)Lur £ Biochem., 199, 609-614.
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obteniendola máximaactividadparavaloresde a.,4=0,9. Seguidamenteañadesorbitol a estos

preparados,en distintosporcentajes,y repitelasreaccionesadistintosvaloresdea~. Enestecaso

la reacciónde alcoholisisdeésterescatalizadaporcc-CTaumenta,disminuyendola reacciónde

hidrólisis.Estoequivalea decirqueel máximode actividadseobtieneahorapreequilibrandola

a-CT/celitea0,2< a~< 0,4 y noa 0,9 comoocurríasin el aditivo. Esto indicaqueel sorbitol

asumeelpapeldel aguaenel catalizadorinmovilizadofavoreciendosuactividadcatalítica.

Parael casode la reduccióncatalizadaporHLADH, dondeel aguano seríaun reactivo

quedieraunareacciónparásitacomoenel casode«-CT/celite,el sorbitolaumentalaactividad

del catalizadorHLADHIcelite aa~<0,8y la disminuyea a~>0,8.

Cuandorepiteel experimentocon otroshidratosde carbono(D-glucosa,D-fructosay

sacarosa)seobtienenvalorespeoresqueconsorbitolperodiferentessegúnelhidratodecarbono

empleado.

Tambiénla literaturareseñael efectoquetieneuncompuestodenaturalezapoliólica como

esel glicerol, quecuandoseañadeal mediode reacción,actúacomodepresordea,~, influyendo

directamentean laactividadcatalítica.’
36137

En la misma línea Adlercreutz135comprobóla activación de derivadosenzimáticos

provocadapor la presenciade polioles enel medio de reaccióny trabajandoen intervaloscon

bajosvaloresde a~.

Tambiénsehaestudiadoel efectoquetienendeterminadosazúcarescuandoseañadenal

[36 Acuna-ArgtIelles,Mg Gutiérrez-Rojas,M.; Viniegra-González,O. y Favela-Torres,E. (¡994)Biotechnol.Lett,

16(1),23-8.

~‘ Sawhney,1.; Patil, O.; Kumar, B. y Rao, K. (1994)1FoodSci.Technot,31(3),252-4.

‘“Adlercreutz, P. (¡991)Fur 1 Biochem.,199,609-614.
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mediodereacción.Rheey Park’38ensayaronconazúcarescomosucrosa,fructosa,oligoazúcares

y sorbitol, y analizaronla influenciasobrela a~cuandoseañadíanal medio de reacción.La

consecuenciaesquelaadiciónde estosaditivosmodificael entornode laenzimay queel efecto

sobreel biocatalizadoreradiferenteen cadacaso.

Por otro lado, el grupo de Mattiasson’39estudióla formaciónde complejosentrela

quimotripsinay la etilcelulosa,quepermitesolubilizarlaenziniasólidaendisolventeshidrófobos

comoel tolueno;conel consecuenteaumentodelaactividadcatalíticafrenteal procesorealizado

con la enzimasólida cuandoestabasuspendidaen tolueno. Se observó un aumentode la

estabilidad,quedisminuíaconlaadicióndeaguay un aumentodelaestabilidadtérmicaal formar

el complejoenpresenciade sales.

Paranuestrogrupo de trabajo el interésde los dextranosse centró en la naturaleza

polisacáridadeestospolímerosdelamoléculade glucosay al hechode queel númeroy calidad

de los trabajosen que se estudiala unión de la enzimaa dextranosde formano covalentees

reducido.

Previamentese ha comprobadoque la hidrofilizaciónde la superficie de la proteína

influye en la actividadcatalíticay en la termoestabilidadde la enzimaen agua.’40Igualmente,

cuandose trabaja en mediospolares, Cabarety col.’4’ comprobaronque la esterificación

catalizadapora-quimotripsinamodificadaporpolioleshidrofilicos, experimentabaun aumento

en la velocidadde reacción,atribuido a que estosaditivos actúanreteniendola capade agua

[38 Rhee,Ch. y Park, J. (1993)ChayonChawonNonjip,33, ¡27-35.

‘~ Otamirí, M.; Adlercreutz,1’. y Mattiasson,B. (¡992)Biocatalysis,6,291-305.

40 Mozhaev,V.V.; Melik-Nubarov,N.S.y Shikshinis, 5. (1990)Biocatalysis,3, 189-196.

~ Cabaret,Dg Bourcier,S.; Maillot, 5. y Wakselman,M. (1992)Biocatalysis,6, ¡91-199.
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esencialalrededorde la proteínaenpresenciade estosdisolventeshidrofilicos.

De ahíquebasándonosen estosresultados,nuestrogrupode trabajosehayadecididoa

realizarun exhaustivoestudiode la influenciade los dextranosde diferentepesomolecular

unidos no covalentementea preparacionesenzimáticas;ensayandocon diferentesgradosde

modificacióny distintascantidadesde aguaen el medio.

Por otro lado, y al margendel áreade la Biotecnología,los dextranosjuegan un

importantepapelenel campodela Medicinay la Farmacología.

Un ejemploes el uso de la fracción de 70 KDa depesomolecularpararestablecery

mantenerelvolumensanguíneoeneltratamientodeshocky hemorragias.Lafracciónde40 KDa

seempleaparamejorarel flujo sanguíneoen capilaresy en el tratamientode oclusiónvascular.

Ademásel riesgodeefectosecundariosy reaccionesadversasesmuy reducido.142

Los dextranosposeenuna seriede propiedadesque les facilita ser empleadoscomo

portadoresde fármacos,tales como: carecende toxicidad intrínseca,no se acumulanen el

organismo,tienenun grannúmerode gruposfuncionalesqueles facilita suuniónala molécula

farmacológicamenteactiva,tienenaltasolubilidadenagua,quesemantienealo largodeltiempo

quedurasuincorporaciónconel ligandoy protegeal fármacoconjugadodela biodegradación.

[42 LarsenC. (1989)Advanceddrugdetiveryreviews,3,103-154.

‘~ l-lolmberg, A.R. (¡995) TesisDoctoral, Universidaddetlppsala.
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1.6.3. Modificación contentedel microentorno.

La modificacióncovalentede la superficiede la proteínaproduceunaalteracióndel

microentomode la enzimay en especialde sugradode hidratación.Esto sedebea queestos

procesosactúanmodificandogrupospolaresde la superficieuniéndoseestosa polímerosde

distinto tipo. Los efectossobreactividady estabilidaddependende la naturalezaquímicadel

agenteempleado.’44

En su momentoKlibanov”45 ya confirmó que la rigidificación de la estructurade la

proteínanativaconducíaaunaumentodela estabilidad,particularmentela térmica.

Unade lasmetodologíasmásempleadashasido la uniónamonometoxí-polietilénglicol

146 147 148 de otras 149

(PEG) de la lipasade Candidarugosa como enzimascomo tripsina y a-

quimotripsina.150’5’El carácteranfifilico del PEGafectaal microentornode la enzimay a sus

propiedadesde solubilidaden mediosorgánicos.’52

Comoalternativaal empleode unsoporteanfifilico seencuentraelusodepolisacáridos.

~ Nascimento,A.E. y Cainpos-Takaki,G.M. (1994)Appl.Biochem.Biotechnot,49, 93-99.

‘“ Klibanov, A.M. (1979)AnaL 13¡ochetn,93, 1.

[46 Calvo,M.V.; Plou,F.J.; Pastor,E. y Ballesteros,A. (1995)Bíotechnol.LetÉ, 17, 171-176.

‘~“ ¡-lemáiz,M.J.; Sánchez-Montero,EM. y Sinisterra,i.V. (1997)BiotechnotB¡oeng.,55,252-260.

48 Hemáiz,M.J.; Sánchez-Montero,J.M. y Sinisterra,i.V. (1996)Biotechnol.Tech.,10,917-922.

‘49Gaertner,H.F. y Puigservcr,A.). (1992)JsnzymeMicrob.Technol.,14, 150-155.

~ Domínguez,A.; Cabezas,N.; Sánchez-Montero,J.M, y Sinisterra,J.V. (1995)Tetrahedron,51, 1827-1844.

“‘Ljunger, O.; Adlercreutz,P.y Mattiasson,B. (1993)Biocatalysis,7,279-288.

52 Sinisterra,J.V. y Sánchez-Montero,J.M. (1998)RecentRes.Devel. iii OrganicChemis¡ry,2, 155-194.
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Estametodologíaintentamimetizarel microentornobiológico de muchasenzimasquecomoen

el casode la lipasade Candida rugosason glicoproteinas,en las queun medio glicosídico

desempeñaun importantepapelaumentandola viscosidadde la solución,laresistenciaal ataque

proteolítico,la estabilidad,etc.

Enestalínea,apareceel trabajodeKrystevaycol.’5’4 queconsisteenla activacióndeima

matriz de celulosacon periodato sódico y urea. Los derivados de urea obtenidos reaccionan

fácilmenteconel formaldehidodandolugaragruposfuertementereactivosparaunaconsistente

condensacióncon los residuosaminode las proteínas.Lamodificaciónprovocóunamejorade

la estabilidaden las enzimasensayadas.La misma metodologíafue repetidaempleando

dextrano,’55provocandoenconsecuenciaun aumentode la termoestabilidady resistenciaa los

desnaturalizantesqueatacabana la enzimaensayada,enestecasola quimotripsina.

Porotro lado,la activaciónde la moléculade dextranotambiénpuedehacerseporotros

compuestoscomo:

- NaBH
4,BH3CNNa,(CH3)2NBH3

156

- l,l’-carbonil imidazol’”

- epiclorhidrina’58

Sharon,N. (1984)TIBS,9, ¡98.

~ Kzysteva,M.A.; Blagov, S.R.y Sokolov,T.T. (1984)1AppL Biochem.,6,367-373.

‘“Krysteva, M.A. y Zíateva,T.P.(1988)BiotechnoíandAppl.Biochem.,10, 124-130.

[56 Germain,P.;Síagmolen,T. y Crichton,R.R. (1989)Biotechnot B¡oeng., 33, 563-569.

‘“lbrahim, M.; Hubert,P.;Deliacherie,E.; Magdalou,J.; Muller, J.y Siest,G. (1985)EnzymeMicrob. TechnoL,

7, 66-72.

~Lowe, C.R. y Dean,PAYO. (¡974)En AjJ7nityChromatography.pág:272.Wiley, N.Y.
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Existenantecedentesdelaumentode estabilidadqueexperimentaunaproteínacuandose

une a un polisacárido previamente oxidado con periodato en presenciade un agente

reductor’59”60’6’’62Esteaumentode estabilidadestáen funciónde:

i) númerodeunionescovalentesenzima-polisacárido

u) númerode unionesreversibles,comola basesde Schiff.

La primeraconsecuenciaque seextraede la uniónapolisacáridoses un aumentode la

estabilidadtérmica, tal y comodescribenGermainy col.’62 Estosautoresunenpululanasaa

amilosapreviamenteoxidadacon periodatosegúnel esquemade reaccióntradicional (ver

Esquema1.4).

Esquema1.4. Diseñodela reaccióndeunión covalentedeunaazúcara unaenzima.

Polisacárido

0=CH-Polisacárido1 —

Enzima-N=CH-Polisacárido

1 NaCNBH
3ó

Enzima-NH-CH,- Polisacárido

‘~ Lenders,J.P.y Criehton,R.R. (1984)Biotechnol.Bioeng.,26, 1343

‘~ Lenders,JA’.; Germain,P. y Crichton,R.R. (¡985)BiotechnoLBioeng.,27, 572.

[6[ Germain,P.; Makaren,J.S.y Crichton,R.R. (1988)BiotechnotB¡oeng.,32,249.

[62 Germain,P.y Crichton, R.R. (1988)J.Chem.Tech. Biotech.,41, 297.
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Estosautoresobservanque la hidrólisis dc pululanoa maltotriosa,catalizadapor la

enzimaunidaaamilosapuedeocurriraunos10 0C porencimadelvalornormaldehidrólisis(30

0C) lo cual atribuyena un aumentode la rigidez molecularde la proteínaque la hacenmás

resistentea ladesactivaciónporchoqueconmoléculasde agua.

Peroademáses importanteconocerqueocurrecuandoen vez de hidratosde carbono

sencillosse usanpolisacáridos.El modelomásutilizado es la moléculade dextrano,dadasu

regularidady queescomercialmenteinaccesiblecondiferentespesosmoleculares.

La uniónde la proteínaal dextranoserealizaatravésdelos gruposE-NH
2de las lisinas

obteniéndose,en general,derivadosmásestablesfrente a la desnaturalizacióntérmicay algo

menosactivosquelaenzimanativa.163,161 Ello sedebeala reduccióndeaguaenelmicroentomo

de la proteínamodificada,respectoal casode la enzimanativa.

Germain y col.
16’ estudiaronla relaciónentre estabilizacióny la rigidificaicón de la

estructuraterciariade unaenzima.Paraello emplearonla celobiasaacopladaa un dextrano

oxidadoconperyodatoporalquilaciónreductoracontresagentesdiferentes:NaBH
4,BH3CNNa

y (CH3)2N11H3. Los resultadosobtenidosconfirman que se produce un aumentode la

termorresistenciaal aumentarel númerode lisinas modificadasdebido al incrementode la

rigidificación de la estructuratridimensional.

ResultadossimilaresobtienenKobayashiy Takatsu’
63al aumentarla estabilidadde la

tripsinacondextranodialdehidoy obteniendoun biocatalizadormásresistentea la temperatura,

pH, disolventesorgánicos,autohidrólisisy a lapresenciade inhibidores.Seobservaigualmente

‘~ Kobayashi,M. y Takatsu,K. (¡994)Bioscí Biorech.,58, 275-278.

[61 Germain,P.; Makaren,J.S. y Crichton, R.R. (1988)Biotechnol.Bioeng.,32,249-254.
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unaligeradisminuciónde la actividadespecíficade la enzimaprovocadaporel impedimento

estéricoqueproducela presenciadel polímeroy quedificulta el accesode sustratosde alto peso

molecular.

Con la lipasade CandidarugosafueronBasríy col.IÑ losqueemplearonla modificación

químicade losgruposaminode la enzimaempleandoaldehidosde variaslongitudesde cadena

y cianoborohidruroscomo agentesreductores.Se produjo un aumentode la actividad y

estabilidaden medio orgánicodirectamenteproporcionalal gradode modificacióny al peso

moleculardel modificadorempleado.Tambiénseincrementóla termoestabilidad.

Otros trabajosrelacionadosincluyen el de Germainy Crichton’62 que comprobaron

igualmenteel aumentodela termoestabilidaddela ~-aniilasaimnovilizadaensílicay conjugada

con undextranooxidadoconperiodato,poralquilaciónreductoraempleandoCNBH
3.

El siguientepasoen el estudiode estemodelo esver si azúcaresde pequeñotamaño

unidos covalentementea las proteínasproducenel mismo efecto.El modelo mássimple fue

abordadopor Levashovy col.,’
65 uniendoa la cc-CT pura,D-glucosaminavía carbodiimida.El

gradode modificaciónalcanzadofuede (7+2) D-glucosaminaspormoléculade ct-CT.

El primer efecto observadofue un aumentodel pI de 8,3 (cc-CT) a 9,6 («-CTC-

glucosamina),debidoa lapresenciade gruposaminode las glucosaminas.El valordek~ y Km

de ambasenzimasenlahidrólisisde lap-nitroanilinadelaN-benzoiltirosinaeselmismo.Lo cual

indicaque la modificacióncovalentede la superficieno afectaal centro activo trabajandoen

t64BasriM;AmponK;Wanyunnus,W.M.Z.;Razak,C.N.A.y Sallem,A.B.(1997)J.MoL CatatB: Enzymatic,

3, 171-176.

[62 Oerniain,1’. y Crichton, R. (1988)1Chein. Tech.Biotechnot,41,297-3J5.

[6S Levashov,Av.; Rariy, R.V.; Martinek,K. y Klyachko,N. (¡993)FEBSLetters,336, 385-388.
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medio acuoso.

Sin embargolasituaciónesdiferentesi constreñimosalos biocatalizadoresenunentorno

de micelasreversas,dondela cantidadde aguaque rodeaa la enzimaes pequeña.En estas

condicionessevio que la actividadde ambasenzimasdependede la cantidadde aguaquelas

rodeaba(esdecir,deltamañode la micelareversa).Así mientrasla cz-CTrequeríauntamañode

micelacuyacavidadinterior fueraigual a la dela proteína(w0 10), las enzimasglicosiladas,

necesitanmayorestamañosde micelas(w0 20), porque tenderána dar dímerose incluso

trímeros.Estos agregadosmoleculareseranigual de activosque la a-CT pero muchomás

estables.

De ello sededucequela uniónde lasproteínasa hidratosde carbonoesun métodode

estabilizaciónde las mismaspor favorecer la formación de agregadosy eliminar aguadel

microentomoaumentandola estabilidadtérmica.

RecientementeLongo y CombesIMhanhechounestudiodetalladosobrelosefectosque

sobreel microentomode la a-CT y de la lipasade C. rugosaproducela glicosilacióncreciente

de las mismas.Estosautoresconstatane] aumentode la hidrofilia de la superficiede la enzima

modificadaalaumentarel gradode glicosilación.Asímismo,observanqueenmediosacuosos,

kat y Km no varíanapreciablemente,perosilohacenenmediosorgánicos,dondeun aumentoen

el gradode glicosilaciónhacedisminuir las reaccionesparásitasde hidrólisis de éstereso de

amidas,lo cualseatribuyea un menorcontenidoen aguadel microentomoenzimático.

Dentro de esteapartadodebeconsiderarsela metodologíade las micelas reversas,

~ Longo, M.A. y Cornbes,O. (1997)1Mol. Catat fi: Enzymatic, 2,281-289.
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ampliamenteutilizadaen el casode la lipasade Candidarugosa.’67368En estecontextoy dada

la relaciónconnuestrotrabajocitaremosel trabajodeCalvoy col.169dondeestudianel efectodel

dodecilsulfatosódico (SUS) y Tritón X-100 (Jjpolietilénglicol],
0tere-octilfenil éter) sobrela

actividadhidrolíticade las lipasasA y 13 de Candidarugosa.

Estosautoresencuentranquelalipasa13 estámásafectadaquela lipasaA porlapresencia

delos tensoactivosy queencontradelo quecabíaesperarelTritónX-l 00 producemásdeterioro

enambasenzimasqueel SUS.Ello sedebeaquealteranla cantidadde aguadel microentorno

de las enzimasal variar el tamañode micela (wfl. Este efecto desnaturalizantese evita

modificando químicamentecon PEO (monometoxi-polietilénglieol)(Pm = 5000) ambas

isoenzimas.

Asípues,no todos los tensoactivosqueseutilizan parala formacióndemicelasreversas

puedenserutilizadosentodaslasenzimas,puesdependiendodela estructurade éstasy de ladel

tensoactivo,varíala cantidaddeaguade lamicelay con ello laactividadenzimática.

[67 Ayyagari,M.S. y John,V.T.(1995) Btotcchnot Lea., ¡7, 177-182.

~ Otero,C.; Rúa,M. y Robledo,L. (1995)FEBSLea., 360,202-206.

‘~ Calvo,MV.; Plou, F.J. y Ballesteros,A. (1996)Biocatalysis & B¡otransformaUons, 13, 271-285.
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2. PRODUCCIÓN DE LIPASAS POR LA LEVADURA Candidarugosa.

2.1. PLANTEAMIENTO GENERAL.

Las lipasasde origen microbianousadasen Biotecnologíason en generalenzimas

extracelularesquesuelenapareceren el medio de cultivo al final de la fasede crecimiento

exponencialde labiomasa.Deentreellas,la lipasadeCandidarugosa quizá seauna de las más

amplimenteutilizadas en Biotransformacionesdebido a su elevadaestereoselectividady

resistenciaa los mediosorgánicosuna vez liofilizada. A pesarde esto,poco se conocedel

mecanismodeproducciónde la lipasapor la levadura.Sesabeque esnecesariala presenciade

una sustanciade naturalezalipoide (triglicérido, ácidos grasos,ésteresde ácidos grasos,

detergentestipo Tweenó Span)sólos o en presenciade otrasfuentesde carbono.’10”7’ No

obstanteelpapeldel inductorno está.claro.

Enun trabajoreciente,80sehapuestodemanifiestoqueel empleodediferentesinductores

comoúnicafuentede carbono,y en diferentesporcentajesinducela producciónde diferentes

lipasascrudascondiferenteactividady/o enantioselectividad.No obstante,diremosqueRúay

col.’72 han aisladodos isoformasdenominadasLipasaA (LCRA) y LipasaB (LCRB) con

diferentescaracterísticasbioquímicas.

[70 Gordillo, M.A.; Montesinos,J.L.;Casas,C.;Valero,F.; Lafijente,J. y Solé,C. (1998) Chem. Physics oftipids,

93, 131-142.

~‘ Domínguezde María, 1’. (1998)Tesina de L¡cenciatvro. UniversidadComplutensedeMadrid.

‘~ Kramer,O.; Batenburg,L.; lJerksen,J. y Cuperus,P. (1997)1 of Mol Catal. fi: Enzynzatic, 3, 121-125.

[72 Rúa,M.; Dfaz-Mouriño,T.; Fernández,V.M.; Otero, C. y Ballesteros,A. (1993) Bloc ¡¡¿tu. Biophys. Acta, t078,
¡81-189,
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Estudiosgenéticoshanidentificadosietegenesqueexpresandiferenteslipasas.’73Este

hecho abrió las puertasa pensarque los diferentes isoenzimasdescritosno se debíana

modificacionespostransduccionales,sino a la expresiónde diferentesgenes,lacual podíaser

moduladapor las condicionesde fermentación.’7’4EnestalíneaLotti, y col.”5 handemostrado

recientementequela regulaciónde estosgenespuedehacerseenfunciónde la fuentede carbono

utilizada.Así, el empleode glucosacomounícafuentede carbonoprovocala expresiónde los

genesdelipasaconstitutiva,lacualseexeretamuy lentamentey enpequeñaproporción,al medio

de reacción,inhibiendola expresiónde los genesadaptativos.Porel contrario,el ácidooleico

permitela expresiónde los genesadaptativosinhibiendo la de los genesconstitutivos.En este

casoseobservaunagranapariciónde actividadlipásicaenelmediodecultivo, yaquelas lipasas

adaptativasparecenexeretarseal medio conunagranfacilidad. En estecasose ve unafuerte

secreciónde lipasaalprincipio, seguidade unaacumulaciónintracelulardelipasa.

Esto indicaqueel pasolimitantedel procesoesel transportede la lipasaatravésde la

paredcelular.Durantelos ensayosdecrecimientocelularenhawAi,empleandoácidooleicocomo

fuentedecarbono,el transportedela lipasahaciael exterioresmáslentoquelabiosíntesisdela

lipasaproduciéndoseunaacumulaciónintracelularde laenzima.Porel contrario,enel casode

emplearglucosacomo fuentede carbono,seproduceunalenta expresiónde la lipasaquese

excretaal mediopor un procesoalgomásrápidocon lo que no quedalipasaintracelular.Para

~ Lotti, M.; Oranduri,R.; Fusetti,E.; Longhi,5.; Brucca,5.;Tramontano,A.; Alberghina,L. (1993)Gene, 1245,
45-55.

“4Lotti, M. y Alberghina,L. (1996) “Candida rugosa”lipase isoenzymes enEngineeríng of’with upases, pág: lIS-
124.Ed. Malcata,F.,Kluwer Editions. Dordrecht.

‘“Lotti, M.; Montice¡li, 5.; Montesinos,Ji.; Brocca,S.;Valero,E.y Laifiente,.1. (1998)Chemist’y& Physics of
Lipids, 93, 143-8.
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confirmarestepuntosehanrealizadoexperimentosde fermentaciónen continuoparamantener

lascélulasdecultivo enun estadometabólicoestabley ácidooleico2 gIl comoinductor.’~Estos

estudioshandemostradoquebajasvelocidadesdecrecimientocelular(~t baja)hacenquecasi

todala lipasasintetizadaseaexcretadaalmedio.Porel contrario,altasvelocidadesdecrecimiento

(II alta) hacenque la lipasaseacumulemayormenteen el interiorcelular.

Porúltimo, experimentosrealizadoscon diferentesconcentracionesdeinductor(0,5-8g

ácidooleicofl) handemostradola dependenciadirectadela cantidaddelipasaintracelularconla

concentraciónde ácidooleico.

Estemecanismono puedegeneralizarseaotrosmicroorganismosproductoresde lipasa.

Así Streptomyces cure ¿¿5,8. epidermidisy £ hypicusproducenlas lipasasen formade pre-pro-

lipasas.La pre-regióntiene un péptidoseñaly una longitud entre 207 y 267 aminoácidos,

mientrasquela lipasatieneentre380y 400 aminoácidos.Enestosmicroorganismos,las lipasas

son excretadasal exterior como pre-lipasas,dondeuna proteínaextracelularespecíficalas

transformaen lipasas.El papelde lapre-regiónpareceserel de un chaperonintramolecularque

facilita la translocacióndela lipasa,ademásde evitar ladegradaciónproteolíticadela lipasa.

“4Lotti, M. yAiberghina,L. (¡996) “Candidarugosa”¡ipaseísoenzymesen Engineer¡ngof/with ¡¡pases, p.: 115-
124. Ed. Malcata,Ej Kluwer Editions.Dordrecht.
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2.2. Isoformas de la lipasa de Candidarugosa.

lina de las característicasmás importantesque hay que teneren cuentaal estudiarel

comportamientodela lipasacrudade Candidarugosaesla aparicióndemúltiplesisoformasde

lipasasen los preparadoscomercialesde estaenzima.Al menos,siete genesdistintos que

expresanlipasassehandescritoparala Candidarugosa(Lipasa 1 hasta Lipasa 7), aunquesólo

cincodeellos(Lipasa 1 a Lipasa5) hansido caracterizadoscompletamente.’74De estoscinco

genes,sólo sehanidentificadotres:Lipasa1, Lipasa2 y Lipasa3, enlos preparadoscomerciales

de la enzima.

Tabla1.6. Propiedadesdelas isoenzimasde la lipasadeCandida rugosa.

Proteína Peso molecular • pl Clícosilación Secuencia N~termínalb

a) Proteínas deducidas a partir de sequencias de nucicétidos.

LII’ 1 57223 4,5 3 sitos APTPTLANGO

LII’ 2 57744 4,9 1 APTATLANGD

LIP3 57291 5,1 3 APTAKLANOD

LII’ 4 57051 5,7 1 APTATLANGD

LIP 5 56957 5,5 3 APTAILANOD

b) proteínas purificadas de preparaciones comerciales.

LII’ A 60000 5,5 8±3% APTAKLANGO

LII’ E 60000 4,8 3,6±0,8% APTATLANOD

4,84

495

5,0~4

Referidoalpesomoleculardeproteínasnoglicosiladas.b A: Alanina; P: Prolina;T: Treonina;E: Leucina;
N: Asparragina;O: Glicina; D: Aspartato;K: Lisina.

“~ Lotil, M. y Alberghina,L. (1996)“Candida rugosa”I¡paseisoenzymesen Engineering ojlwith ¡¡pases. pág. 115-
~24. Malcata,F. Ed.,Kluwer Editions. Dordrecht.
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A partirdelasecuenciagenéticasehaelaboradola secuenciaaminoacídicateóricade las

diferentesisoenzimas.La secuenciaN-terminalde los cincogeneshastaahoraidentificadosse

indicaen laTabla1.6.

Las distintas secuenciasaminoacídicaspresentanun 84 % de similitud con zonas

altamenteconservadasqueintervienenenel plegamientoy funcióncatalíticade la lipasa.’73

El cálculoteóricodelpesomolecularde la enzima,y de supunto isoeléctrico,asícomo

elnúmerodepuntosdeglicosilaciónaparecenenlaTabla1.7,siendolos puntosdeglicosilación:

Aspargina291, 316y 351. Deellos,laAsn351 seencuentraglicosiladaentodaslas isoenzimas,

y pareceestabilizarestacadenade polisacáridosdeestructuraactivaconla tapaderaabierta.El

sitio Asn291, esel queseglicosidaconmásdificultad, y despuésel Asn 316.

2.3. Purificación de las isot’ormas presentesen la lipasa cruda de Candidarugosa.

Aunque hay descritasen la bibliografiavariostrabajosde purificaciónde la lipasade

Candidarugosa,solamenteel publicadorecientementeporLotti y col.~ hasignificadounavance

significativo en lo queserefierea la relaciónde las condicionesde cultivo y de la fisiologíade

la levaduracon el perfil lipásico/esterásicosecretadoporel microorganismo.

Dado que en muchasocasioneslas lipasas se presentanen forma de agregados

moleculareso asociadasaotras moléculas,’76ademásde quelas isoformastienenun diferente

~ Loiti, M.; Orandurí,R.; Fusetti,F.; Longhi,S.; Brucca,5.; Tramontano,A.; Alberghina,L. (¡993)Gene,1245,
45.5 5.

~ Loiti, M.; Monticelli, 5.; Montesinos,J.L.; Brocca,5.;Valero, F. y Lafuente,J. (¡998)Chemistry& Physicsof
Lipids, 93, 143-8.

76 Shaw,J.F. y Chang,C.H. (1989)B¡otechnol.Lett, 11,779-784.
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gradode glicosilacióndebidoa las condicionesde fermentación,los resultadosde purificación

de isoformassonmuy dispares.Dadoel elevadonúmerode trabajos,sólonoscentraremosen

aquellosquehanidentificadoel tipo de isoformaaislada(Tabla¡.7):

Tabla 1.7. Resultadosobtenidospor diferentesgruposen¡apurificaciónde la lipasa comercial.

Lipasa Pm pl % glucosidación

Rúay col.’72 Lip lIB 62 KDa 4,8 3,6

Rúay col.”2 Lip 3/A 64 ECIJa 5,5 8

Grochulskiy col.177 Lip ¡ 60 ECIJa -

Diczfalusyy col.t78 Lip 1 60 KDa - 5

Diczfalusy y col.’78 Lip 2 58 KDa - 1,5

En resumenpodemosdecir,a la luz de la bibliografiamásreciente:

1. La LipasaA purificadaporRúay col.’72 correspondeala Lipasa3 segúnla secuencia

N-terminal,con un gradode glicosidaciónelevado.

2. La Lipasa 13, mayoritariaen el preparadode Sigma,segúnRúa y col.,’72 puede

corresponderala Lipasa1.Estalipasaposeesiempreungradodeglicosidaciónmuchomenorque

la lipasaminoritaria.

3. De la lipasacomercialseaislandosisoenzimas,lamayoritariaquecorrespondeal gen

Lip 1, mientrasquela minoritariaseasociaal gen Lip 3; si bien,Diczfalusyy col.’78 la asocian

al genLip 2.

[72 Rúa,M.; Dfaz-Mouriño,T.; Fernández,V.M.; Otero,C.yBallesteros, A. (1993)Biochim.Biophys.Acta,1078,

181-189.

‘77Grochulski,P.;Li, Y.; Schrag,J.D.;Douthillier, F.;Schith,P.;Harrison,D.; Rubin,E. y Cyler,M. (1993)J. Biol.
Chem., 268, 12843-7.

Diczfalusy,MA.; Helíman,U. y Alexon, S.E.H. (1997)ArchW Biochem. Biophys.,348, 1-8.
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4. Los pesosmolecularesy puntosisoeléctricosexperimentalesdifierendeloscalculados

teóricamente.

5. Hay unagran heterogeneidaden el gradode glicosidación,quedependendel lote

estudiadoy del inductorempleado.’70

2.4. Actividad catalítica de las isoformaslipasa A y lipasa B de Candidarugosa

Dado que ambasisoformas lipasaA (Lip 3) y lipasaB (Lip 1) poseenun 84 % de

homologíacomosecomentóanteriormente,cabeesperarque ambaspresentarandiferencias

estructuralesquesetraduciríanen diferenciasen sucapacidadcomo catalizadores.

Laprimeradiferenciasurgeensuestabilidadrelativafrenteadiversosmacroentornos.Así

enaguaa50 oc179ambaslipasassonmenosestablesquela lipasacomercial,siendola lipasaA

ligeramentemásestablecomosededucedeltiempode vida media:

Tabla1.8. Estabilidadtérmicafrenteal aguade la lipasacomercialy susisoformas.

Lipasa t’~ (It) k.
4 (II’)

LCRC 0,5 1,3

LA 0,28 2,38

LB 0,23 2,86

No obstante,en presenciade tensoactivoscomoel dodecilsulfato sódico (SDS)’~ la

[70 Gordillo, M.A.; Montesinos,J.L.;Casas,C.;Valero,F.; Lafuente,J. y Solé,C. (1998)C/zeni.Phys¡csofLipids,

93, ¡3 1-142.

~ Moreno, J.M.(1994) TesisDoctoral, UniversidadComplutensedeMadrid.

69 Calvo, M.v.; I’lou, EJ. y Ballesteros,A. (1996)Biocataí& Biotransfor,nations,13,271-285.
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LipasaB esmuchomenosestablequelaLipasaA (Tabla1.9).

Detergentesde estructura de polietilenglicol como el Triton X-100, desactivan

rápidamenteala LB (60% inactivaciónenpresenciade 2 %detensoactivo),mientrasquelaLA

esmásresistente.

Por otro lado, Oteroy col.’68estudiaronla estabilidadde ambasisoenzimasen micelas

reversasde AOT (sulfosuccinatosódico) y de Bis (2-etil-hexilo) con diferentesvaloresde

[agua]/[tensoactivo] (w
0 = 5, 12,5 y 30).Estos autoresobservanque la estabilidadde la LA

aumentaal hacerlow0, mientrasqueocurrelo contrarioparala LB.

Tabla 1.9. Desactivaciónde las isoenzimasnativasLA y LB enpresenciade SDS.r 25 OC.
169

0,04 % SDS 0,2

kd (Ir’)

2,7

> 9,0

% SDS

t”2 (mm)

15

<5

0,5 %

k~ (h’)

4,55

SDS

t’~ (mm)

9LA - -

LB 2,6 16

Todos estos resultadosse puedenexplicar en función de la interacción enzima-

tensoactivo.La LB quesedesactivarápidamenteporla presenciadetensoactivosenel medioes

estableen micelasreversasdeltamañode laproteína,mientrasquelaLA, no estansensiblea la

presenciadetensoactivos,esestableengrandesmicelasdondeseuneala bicapadetensoactivo,

como handemostradolos autoresmediantela técnicadefluorescencia.

Estosresultadosindicanque la LA, máslipoide segúnRúay col.,172esmásestableen

[68 Otero,C.; Rita, M. y Robledo,L. (¡995)FEBSLe¡ters, 360,202-206.

[69 Calvo, MAR.; Plou,F.J. y Ballesteros,A. (¡996)BiocataL & Biotransfornzat¡ons.13, 271-285.

‘72Rúa M.; Diaz-Mouriflo, T.; Fernández,V.M.; Otero,C. y Ballesteros,A. (1993)Biochim. Biophys. Acta, 1078,

181-189.
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mediosacuososque la LB (máshidrófila). Es porello por lo que sesuelenobtenermayores

efectosestabilizantesen la inmovilización de laLA, v.g. enmicrogelesde resmaacrilica’50 que

protegenala enzimadelefectodesnaturalizantedel medio.

Porel contrario,eninmovilizacionescovalentesenquelaenzimaestáenlasuperficiedel

soporteexpuestaal medioacuoso,el efectoestabilizadoresel mismoparaambasisoenzimas,

como demostraronMorenoy col.’8’ al inmovilizarambasisoenzimassobreagarosavíacloruro

de tosilo o sobresílicevíatriclorotriazina.En amboscasoslavidamediaaumentabade 0,28 h

LA y 0,23 h LB (T~ — 50 0C) a 5 y 4 h respectivamente,en ambostiposde inmovilización.

Por lo queserefierea la estabilidaden medioorgánico(inmiscibleenagua)a50 0C, la

LB (hidrófila) esmásestablequela LA (hidrófoba)tal y como cabíaesperar’45(Tabla1.10):

Tabla 1.10. Estabilidadtérmicafrentea ísooctanodelas isoforniasdelapreparacióncomercial.

k~ (Ir’) t’~ (mill)

LA 3 0,25

LB 0,7 0,9

Es poresoporlo quelamodificaciónquímicadeestaslipasasconcompuestosanfifilicos

comoel polietilenglicolestabilizanmásahoraalaLA ((‘2 = 64 h) quea la LB (t’~2 = 2,1 h).

La técnicade fluorescenciaseha aplicadoen el estudioestructural deproteínas al seruna

técnica muy sensiblepara detectarla unión de sustratosa la proteína,’82 reaccionesde

“~ Otero, C.; Robledo,L. y Alcántara,A. (1995)J.A-fol. CocaL B: Enzyrnatic,1,23-28.

~ Moreno,J.M.; Hernáiz,M.J.;Sánchez-Montero,J.M.;Sinisterra,1.V.; Bustos,M.T.; Sánchez,M.E. y Bello,J.F.

(1997)JMoLCocal. E: Finzymatic,2, 177-184.

~ l4emáiz,M.J.; Sánchez-Montero,J.M. y Sinisterra,J.V. (1996)B¡otechnoíTech.,10, 917-922.

‘~ Demchenko,AP. (1985)LEESLete., 182, 99-102.
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asociación>83o procesosde desnaturalización.>~ Medianteestatécnica,Hernáiz’~hapuestode

manifiestoquelaLipasaB esmássensiblea la degradaciónpor irradiaciónconluz UV quela

LipasaA, asícomola interacciónentrediversoscationesiónicosy ambaslipasas.Estainteracción

esdiferentesegúnla isoenzimadeque setrate.

Comocabíaesperarestasdiferenciasestructuralesentreambasisoformas,setraducenen

diferente capacidadcatalíticay/o especificidad.En general la LipasaB es más activa en la

hidrólisisdetriglicéridosdecadenalarga’~quela LipasaA y deácidosde estructurade(R,S)2-

aHípropanóicos,’79si bienambassonestereoselectivas.La estereoselectividadcreceamedidaque

aumentaeltamañodel anillo aromáticodelsustrato,siendola LipasaB másestereoselectivaque

laLipasaA.

Estosresultadoscoincidenconlatradicionalasignaciónala lipasadeCandidarugosade

un centroactivoconestructuradetúnel largode22 A’56 y dadoquelaLip 1 esla mismaquela

LipasaB, queesel componentemayoritariodelalipasacomercialde Candidarugosa,podemos

pensarquePleissy col.’86 estánrefiriéndoseala LipasaB.

RecientementeOtero y col.,’87 empleandola técnicade ResonanciaParamagnética

Electrónica(EPR) hanindicadoqueambasisoenzimasposeenunalargacavidadenla zonade

~ Muís, 1.5.;Walsh,MP.;Nemcek,K. y Johnson,J.D. (1988)Eiochem¡stry, 27,991.

‘~ Chang,0.6. y Lee,H.J. (1984)1Eiochem. Biophys. AJeÉ, 9,35.

~ Hemáiz,MJ., (1996)TesisDoctoral. FacultaddeFarmacia.UniversisdadComplutensedeMadrid.

>~ Calvo, M.V.; Plou,Fi. y Ballesteros,A. (1996)Blocacat & Biotransformatíons, 13,271-285.

~ Moreno, J.M. (1994) TesisDoctoral,UniversidadComplutensedeMadrid.

~ Pleiss,.1.; Fisher,M. y Schmid,R.D.(1998)Chem¡stry& PhysicsofL¡pids,93, 67-80

~ Otero,C.; Castro,R.; Screa,i. y Caldararu,1-1. (1998)1J’ftvs. Checn.8, 102,8611-8.
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reconocimientodelácidocarboxílico,si bienla LipasaA poseeunazonaconÑerteimpedimento

estéricoacincoenlacesdelgrupoCOOH, lo cualjustificaquela LipasaA reconocieramejorque

la LipasaB a sustratosno naturalescon bajo impedimentoestético.

Tambiénexistendiferenciasencuantoa hidrofobicidad’58y actividad’46”48:

- muestranlamismaR-enantiopreferenciaen lahidrólisisde etil cloropropionatos181

- muestranlamisma(S)-enantiopreferenciaenlasíntesisdelesterpropílicodel (1?,8)2-(4-

isobutil) fenilpropiónico.’~

2.5. LipasasemipurificadadeCandida rugosa.

En 1991 Sánchez-Monteroy col.’89 publicaronunametodologíadesemipurificaciónmuy

sencillade la lipasacomercialdeCandidarugosa,pordiálisis frenteaunamembranadecorte

de20 KDa. Estaenzimapresentabaunamenoractividadhidrolasafrenteala tributirinaperouna

mayoractividaden la hidrólisis de esteresde ácidosno naturalescomoson los ácidos2-amI

propanoicos190pero menoren la síntesisdel oleatode heptilo’86 presentando,no obstanteuna

~ Hemáiz,M.J.; Sánchez-Montero,J.M.y Sinisterra,J.V. (1997)EiotechnoLLea., 19, 303-306.

[46 Calvo,M.V.; Plou, F.J.; Pastor,E. y Ballesteros,A. (1995)EiotechnotLetÉ, 17, ¡71-176.

‘~ Hemáiz,M.3.; Sánchez-Montero,3.M. y Sinisterra,IV. (1996)Eiotechnol.Tech,10,917-922.

~‘ Moreno,J.M.;Hernáiz,M,J.; Sánchez-Montero,J.M.; Sinisterra,JA?.;Bustos,T.M.; Sánchez,M.E. y Bello, J.F.
(1997)1MoL ~7ataLfi. Enzymadc,2, 177-184.

~ Hemáiz,M.J., (1996)TesisDoctoral.Facultadde Farmacia.UniversidadComplutensede Madrid.

[89 Sánchez-Montero,J.M.;Hamon,V.; Thomas,13. yLegoy,M.D. (199l)Eiochim.Eiophys.Acta, 1078, 341-350.

‘~ Hernáiz,M.J.; Sánchez-Montero,i.M. y Sinisterra,J.V. (1994) Tetrahedron,50, 10744-10760.
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mayorvidamediaen isooctanoaSO0c (12 h),’47quelas lipasascomerciales(0,9hLB y 0,25 h

LA)’48. No obstante,la LCRSesmenosestableen presenciade aguaa50 oc (t”2 = 0,38h) que

la LCRC (t’0 = 0,5 h) y másestableque las isoenzimasenlas mismascondiciones:LA (t”2 =

0,28 h) y LB (t”2 0,23 li).’79

Su facilidad de preparacióny la menorpresenciade contaminantesla ha hechouna

candidataidóneaparaestudiosdeestabilizaciónpor modificaciónquímicacovalente.

~‘ Hernáiz,MI.; Sánchez-Montero,J.M. y Sinisterra,1V. (¡997)Biotechnol. Bioeng, 55,252-260.

~ 1-lemáiz,M.J.; Sánchez-Montero,J.M. y Sinisterra,3.V. (1996)Biotechnol.7’ech., 10,917-922.

~ Moreno, .LM. (1994)TesisDoctoral. FacultaddeFarmacia.UniversidadComplutensedeMadrid.
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3. Importancia de las lipasasen procesosbiocatalizados.

Las lipasassontriacilglicerol hidrolasas,E.C. 3.1.1.3,quecatalizanla hidrólisis deésteres

insolublesenaguacomolostriacilglicéridos.Actúanenunampliorangodesustratospresentando

unaaltaselectividad,la combinaciónde estasdoscaracterísticaslasconvierteencatalizadores

óptimosparala síntesisorgánica.

La estructurade la proteínaseestableceatravésde la estructuraprimaria,secundaria,

terciaria y cuaternaria,constituyendoestasúltimas la estructuraplegada.En el procesode

plegamiento,lascadenaslateraleshidrofóbicasdeaminoácidosseorientanpreferentementehacia

el interior de lamolécula,deestamanerasedisminuyeel áreade la superficieencontactocon

el aguay seminimiza la energíalibre. Los grupospolaresseorientanpreferentementehaciala

superficieinteraccionandoconel agua.Enel compactoespaciointeriorde laproteínael aguaes

excluidao estápresenteen forma de moléculasde aguaen lugaresdefinidos.El procesode

plegamientogenerauna única superficie tridimensional de la proteínadefiniendoasí sus

dimensionesmolecularesporlaespecificidadde cadenaslateralesy un esqueletopolipeptídico.

Los sustratosy su estadode transicióntambiénempleanunionespor interacciones

múltiplesno covalentes.Cuandola fuerzadeestasunionesno covalentesestáunidaaladistancia

y al ángulode interaccióndalugara unauniónaltamenteselectiva.

Deestamanera la separaciónde dos enantiómerosesposible a través de una unión a tres

puntos,o bienpormediode impedimentosestéticosque,permitendiferenciardosestructuras

similaresdurantela unión. Todo ello haceque el reconocimientodel sustratoseaun proceso

dinámico no sólo de caraa la asociacióny disociacióndel sustrato,sino tambiénincluye
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movimientosdela cadenapolipeptídicaen respuestaala unión.

Como catalizadoreslas enzimasalteranla velocidada la que se llega al equilibrio

termodinámico,pero no cambian el equilibrio, esto implica que las enzimas trabajan

reversiblemente.La aceleraciónenla velocidadde reacciónllevaundescensoen laenergíade

activación(Figura1.8).

Figura 1.8. Efectodela catálisisenzimáticasobrela energíadeactivación.AEÁ esla energíadeactivación
paraunareaccióncatalizadapor una enzima.AE’A es la quecorrespondea unareacciónenzimática.AG0 esla
energíalibre de la reacción.

— Re.cdónenzñr411ca
R,acdóooo .r’4nÁtca

AB’A

E+ S*E-S-*E+P

Curio de [areacdón

Actúanen la interfaseentreregioneshidrofóbicase hidrofihicas,lo quepermitequeesté

cercadel sustrato,aumentandoel podercatalíticode la lipasa; esel denominadoprocesode

activacióninterfacial y setratade unade las característicasquediferencianlipasasde esterasas.

El razonamientomolecularparaestefenómenoestábasadoen que la lipasadisuelta

librementeenun medioenausenciadeinterfaselípido/acuosasemantieneenunestadoinactivo

y unapartedelamoléculadeenzimaestácubriendoel sitio catalítico.Porotro lado,si laenzima

seponeen contactocon un sistemabifásicoseproducela aperturadeestecentroactivo.
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La lipasacomercialde Candidarugosa(LCRC) contiene2-11 % (p/p) deproteínas,’9’el

restosonazúcaresy contaminantes.Laelectroforesisrevelaunaproteínaconunpesomolecular

de unos63 KDa con la tinción de azul de Coomassie,pero con tincionesmás sensibles,se

visualizaronpequeñascantidadesde otrasproteínas.Sehandonado5 isoenzimasdiferentesa

partir dela levaduradeCandidarugosa’73conpesosmolecularessimilares.LaLCRC utiliza un

codon inusual para la serma, lo que provocauna translaciónincorrectadel gen en otros

microorganismos.Ello implicaquelasmuestrascomercialespuedentenermásdeunaisoenzíma.

Sehan aisladodiferenteslipasasde proteínascomerciales,’72la glicosilaciónde estas

lipasaspuedecontribuira estasdiferencias.

Las lipasasson biocatalizadoresampliamenteempleadosen reaccionesquímicasy

particularmenteenreaccionesde esterificación.43

LaLCRC, comoenzimaquees,requiereunapequeñacantidaddeaguaparamantenersu

estructuratridimensionalen la conformacióncatalíticamenteactiva.El aguacontribuyea la

integridad estructural,polaridad del sitio activo y estabilidadde la proteína. Mantiene

interaccionescon residuospolaresde la enzimaevitandoqueinteraccionenunasmoléculascon

otras,lo queensucasodaríalugaraunaestructuraconformacionalincorrecta.34

‘~‘ Weber, H.J.; Stecher, H. y Faber, K. (1995) “Sorne propertiesof commercially available crude lipase
preparations”.pág: 5:2.1-5:2.10.PreparativeBiotransformations.Ed: Roberts,S.M.

~ Lotti, M.; Grandori,R.; Fusetti,F.; Longhi, 5.; Brocca,5.; Tramontano,A. y Alberghina,L. (1993)Gene,124,
45-55.

“2Rúa, M.; Diaz-Maurifio,T.; Fernández,V.; Otero,C. y Ballesteros,A. (1993)Biochim.B¡ophys.Acta,1156, 181-

189.

~ Yahya,A.R.; Anderson,W.A. y Moo-Young,M. (1998) EnzymeMicrob. TechnoL,23, 438-450.

“ Bross,i.; Visser, A.J.W.G.;Engbersen,1; Verboom,W.; vanHoek, A. y Reinhoudt,0. (1995) 1 Am. Chem.

Soc., 117, 12657-12663.
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Algunosautoressugierenqueestacantidaddeaguasedisponeenunamonocaparodeando

lamoléculadeenzima,mientrasqueotrosproponenqueminúsculascantidadesesténembebidas

en la moléculade enzima.46192En cualquiercaso,la cantidadde aguapresenteen la reacción

influye enlavelocidady algomenosenla enantioselectividad.En unprincipioestecontenidoen

aguaseoptimizó midiendo a través de unatitración Karl-Ficher47pero recientementeseha

comprobadoque es a~ el mejorparámetropradeterminarel contenidode aguaal comparar

diferentescondicionesde reacción.‘~

Belí y col.’94 compararonla a~ y la temperaturaen la relaciónquecadaparámetrotiene

con la cantidadde aguay el contenidoencalorrespectivamente;de estamanera,dossistemas

puedentenerlamismaa~o temperatura,peroal misotiempodiferir enel contenidoenaguao en

el de calor.

Las cantidadesde aguapresentesen la mezclade reaccióndependendel disolvente

orgánicoempleadocomomedio.Los disolventespolaresnecesitanmásaguaañadidaquelos no

polaresdebidoaquecompitencon la lipasaporel aguadisponible.La esterificacióncatalizada

porLCRC tienemejoresresultadoscondisolventesaltamentehidrófobos.’93

Tambiénhapodidomodificarselaactividadcatalíticade LCRCatravésdeprocesosde

46 Zaks,A. y Klibanov, A.M. (1988)1 BioL Chem.,263, 8017-8021.

[92 Winkler, F.K.youbernator,K. (1994)En: Lipases,TheirStructure,BiochemistryandApplication.p.:139-157.

Cambridge.University Press,Cambridge.

~ McMinn, J.H.; Sowa,M.i.; Charnick,S.B.; Paulaitis,M.E. (1993)Biopolymers, 33(8), 12 13-24.

~ l-lalling, P. (1990)Biochi,n. Biophys.Acta, 1040, 225-228.

‘~ Dell, O.; Halling, P.J.;Moore, B.D.; Partidgc,3. y Rees,D.G. (1995)TrendsBiotechnoL,¡3, 468-473.
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inmovilizacióny empleode surfactantes.127,195.125

Otra de las característicasque conviertena la LCRC en un óptimo catalizadoressu

capacidadpara la resoluciónenantioselectivade sustratosracémicos. En esta línea la

enantioselectiviaddeestaenzimaesaprovechadaparala obtencióndel enantiómeroS(+)de los

ácidos2-arilpropanoicos,quesonunaclasede antiinflamatoriosno esteroidicoscaracterizados

por ser el 5-enantiómeroel quepresentamayor actividad farmacológica,esdecir el cutómero.

Lamedidadelaenantioselectividadvienedadaporel valordeEo relaciónenantiomérica

y define la capacidaddeunaenzimaparadistinguir entredosenantiómeros.Trabajandocon

sustratosracémicos,el valorde E vienedadopor lasiguientefórmula:’96

ln[(1—c)(1--eesust)J [6]
ln[(1 — c)(1+ eesusí)]

unareacciónno selectivatieneun E — 1; mientrasqueresolucionesconE > 20 sonútilesparala

síntesis.AltosvaloresdeE (= 100)sonmenosapropiadosyaquela relaciónenantioméricaesuna

función logarítmicade lapurezaenantiomérica.

Laresoluciónenantioselectivade ácidos(R,8)2-arilpropiónicoscatalizadaporla LCRC

seharealizadoa travésdedosvías:

[27 Arroyo, M.; Moreno, J.M. y Sinisterra,J.V. (1993)1Mo! CataL, 83, 261-271.

‘~ Moreno, J.M.;Arroyo, M. y Sinisterra,J.V. En StahilityandStabilizafionofenzymes.Ed.: VandenTwell, W.;

1-larder,A. y Buitelaar,R.M. ElsevierSc. Pubí.B.V., Amsterdam.

[25 Sánchez,EV.; Bello, i.F.; Roig, M.G.; Burguillo, F.J.;Moreno,J.M.y Sinisterra,J.V: (1996)EnzymeMicroh.

TechnoL,18, 468-476.

‘~ Siti, Ci. y Wu, S.H.(1989).Topicsinstereochemisíry,19. pág.:63-125.Ed.: Eliel, E.L. y Wílen, S.H.NY. John
Wiley & Sons.
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i) víahidrólisisde variosesteresde estos

u) vía esterificación.’9981

Paraaumentarla enantioselectividadde la resoluciónde ácidosquiralescatalizadapor

LCRC sehan empleadonumerososmétodos:

- cambiandoel disolvente2~

- cambiandola temperatura20’

- cambiandoel pH o transcurriendola reacciónenunamicroemulsión’2’

- añadiendo(8) 2-amino-4-metiltio-1-butanol202

- añadiendoTritón X- 100como surfactante203

- uniendoresiduosE-aminode lisinasaun soportesólido~

- pornitraciónde grupostirosilo205

~ Qn,Q.-H.; Chen,C.-S. y Sih,C.J. (1986)TetrahedronLete.,27, 1763-1766.

‘~ Battistel,E.; Bianchi,O.; CesÉl,1’. y Pina, C. (1991) Biotechnol.Bioeng.,38,659-664.

90 Hemáiz,M.J.; Sánchez-Montero,J.M.y Sinisterra,J.V. (¡994)Tetrahedron,50, 10749-10760.

~ Mustranta,A. (1992)AppL MicrobioL BiotechnoL,38, 61-66.

~ De la Casa,R.M.; Sánchez-Montero,J.M.y Sinisterra,LV. (¡996)EiotechnoLLete., ¡8, ¡9.

200 Miyazawa,T.; Kurita, 5.; Ueji, 5.; Yamada,T. y Kuwata,S. (1992)Biotechnoi.Lett&, 14, 94 1-946.

20> Yasufuku,Y. y Ueji, 5. (1997)Rioorg. Chem.,25, 88-99.

[2> Hedstrém,O.; Backlund,M. y S(otte,J.P.(1993) BiotechnoLBioeng,42,618-624.

202 Itoh, T.; Takagi,Y. yNishiyama,5. (1991)1Org. Chem.,56,1521-1524.

203 Bhaskar,RA.; Rehman,H.; Krishnakumari,B. y Yadav,1.5. (1994)TetrahedronLea.,35,2611-2614.

204 Sinisterra,J.V.; Llama,E.F.; Del Campo,C.;Cabezas,M.J.;Moreno,J.M.y Arroyo, M. (1994)1Chem.Soc.

Perkin Trans.,2, 1333-1346.

205 Gu, Q. -1-1. y Sih, C.i. (¡992)Biocatalysis,6, 115-126.
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- por purificación y tratamientode los cristalesde la proteína206’207

- por purificación208

- controlandola adiciónde agua.209

No seconoceexactamentecómoestoscambiosaumentanla enatioselectividada nivel

molecular,pero existendosposibilidades:

i) los tratamientospuedenretirar o inactivar una hidrolasacontaminantecon una

enantioselectividadbajau opuesta,

u) los tratamientos puedencambiar la conformación de la LCRC.

Sehan resuelto las estructurascristalográficasabierta y cerrada de la LCRC que difieren

enlaorientacióndelatapadera.Lalondey col.206comprobaronquelos cristalesdeambasformas

difierenen la enantioselectividad.

Estasdosposibilidadesno seexcluyenentresí y ambosefectospuedencontribuir a la

enantioselectividad.

Los enantiómerosdeun compuestobioactivopuedencausardiferentesefectosbiológicos.

Algunosenantiómerospresentandiferentesefectosbiológicoscomoesel casode los terpenos.

Los terpenosconstituyenun grupode compuestosque,ensumayoría,seencuentranen

el reinovegetal;sólo unospocossehanobtenidode otrasfuentes.

Dentrodelos terpenosobjetode nuestroestudionoshemoscentradoencompuestosde

206Lalondei.J.;Govardhan,C.;Khalaf,N.; Martínez,A.O.; Visuri, K. y Margolin,A.L. (1995)1Am. Chem.Soc.,

117, 6845-6852.

207 Persichetti,R.A.; Lalonde,J.J.;Govardhan,C.P.;Khalaf,N.K. y Margolin, A.L. (1996) TetrahedronLett, 37,

6507-6510.

208 Wu,S.H.; Guo,1W. y Sih, C.J. (1990) 1Am.Chem.Soc,112, 1990-1995.

209 Tsai,S.W. y Dordick, J.S.(1996)Eiotechnoi.Bioeng.,52,296-300
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diferentenaturalezaestructural:

- monoterpenosacíclicos:nerol, geraniol,

- monoterpenosmonocíclícos:mentol,isoinentoly neotnentol,

- sesquiterpenosacíclicos:farnesol.

Los alcoholesterpénicosy sus ésteresconstituyenuno de los componentesmás

importantesdelos aceitesesenciales,compuestosconnaturalezalipídicaquesonconocidospor

su aromay fraganciay estánampliamenteexplotadosen la industriade la alimentación,

cosmética,bebidasy en la industria farmacéutica.La producciónde esteresde terpenospor

extraccióndeplantasy por fermentaciónesa menudocaradesdeel punto devistacomercial.

Ademásla producciónalargaescalade esteresdeterpenosse realizanormalmentepor procesos

químicosqueno sonespecíficosy querequierenelaboradospasosdepurificación.Porotro lado,

lasíntesisquímicaprovocatambiénlapérdidadepropiedadesorganolépticasconrespectoa los

productosnaturales.210

Estos sustratostambiénsehanempleadoen estaMemoria paraevaluarla actividad

cataliticade la LCRC a travésde reaccionesde transesteríficación.

2>0 Bauer,1<.; Garbe,D.y Surburg,[-1.(1990)CommonFraganceandFlavorMaterials
2”d Ed.,VCH Publishers,

N.Y.

94



Introducción

4. MODELIZACIÓN DELA INTERACCIÓNENZIMA-SUSTRATO.

A fin dedarun pasoadelanterespectoalosestudiosrealizadosanteriormenteporel grupo

detrabajosobrelaconformaciónactivadeestosácidosS(+) queinteraccionabanconla enzima,

seprocedióaestudiarlainteraccióndelaproteínaobtenidadelficherodel ProteinDataBankcon

el Sy 1? ketoprofeno(ácido2-(3’-benzoil)-fenilpropanoico)empleandolasmetodologíasde la

Mecánicay la DinámicaMolecular.

4.1. Conceptosbásicos.

La teoríade la modelizaciónmolecularpermiteal químico,entreotrasposibilidades:

1) el refinamientode lasestructurasmacromolecularesobtenidasa partirde datosde

rayos-Xo deRMIN

2) la predicción de la conformaciónespacialde distintos biopolímerosmediante

homologíadela estructuraprimaria

3) el estudiode las interaccionesintramolecularese intermolecularesenzima-sustrato,

fármaco-receptor,etc.,conproyecciónal estudiode la relaciónestructura-actividad.

Lastécnicasde simulaciónporordenadorsonutilizadasparaanalizarlaspropiedadesde

los sistemasmolecularesen términosde interaccionesa nivel atómico.Parapoderrealizarla

simulación del sistemaes necesarioconocer las interaccionesexistentesentre los átomos

implicados en la misma, esdecir, el campode fuerza interatómicoque nos conduzcaa la

predicciónlo másprecisaposibledelas propiedadesmolecularesconocidasdel sistema.Unavez
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conocidoestecampode fuerza,seráposiblepredecirpropiedadesmolecularesdesconocidaso

inaccesiblespor métodosexperimentales,así comoestructurasy propiedadesde proteínasy

ácidosnucléicosdebidasamutaciones(modificacioneslocalesde algunospocosaminoácidoso

nucícótidos)y estructurashomólogas,en las cualessólo un pequeñoporcentajede residuosse

conservaperopresentanel mismotipo deplegamientos.Ademásnospermitiráconoceralgunas

propiedadesfuncionalescomoporejemplo,laestabilidaddeestasmacromoléculasconrespecto

acambiosenel pH, temperaturay suespecificidado capacidadde enlace.

4.2. Definición de camposde fuerza y funcionesde energíapotencial.

La determinaciónde las estructurasmolecularespor utilización de una metodología

estática(minimizacióndeenergía)o unametodologíadinámica(dinámicamolecular)sebasaen

labúsquedade unmínimoglobalde la funciónde energíapotencialdelsistemaenfuncióndelas

posicionesatómicas. La superficiede energíapotencialindica la estabilidadrelativade las

diferentesestructurasestableso metaestables.Sólo en el casodemoléculaspequeñasesposible

aplicarlos cálculosaproximadosde mecánicacuánticaparaobtenerlas superficiesde energía

potencial.En el casode proteínasy ácidosnucléicos,el grannúmerode átomoshaceimposible

la resolucióndelas ecuacionesdela mecánicacuánticaparalaobtencióndela funciónde energía

potencialparalo cualsehande hacerunaseriede aproximaciones.

El elementoesencialdelasimulaciónespuesel conocimientodelpotencialdeinteracción

de las partículas,apartir delcualesposiblecalcularlas fuerzasy lasecuacionesdemovimiento

quegobiernanladinámicade las moléculas.Comoel potencialutilizado en las simulacioneses
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aproximado,éstepuedesermodificadoporel usuariosegúnelproblemaa tratar. Cuantomás

detalladasea la función de energíapotencialempleada,másse aproximarála variacióndel

potenciala la funciónde energíapotencialreal.

En el caso de proteínasy ácidosnucléicosla función de energíapotencial(Vr) esuna

sumadetérminosdel tipo:

Vr=ZVen>a~ + Vánguios+ Vai~íms+ “‘ >mp + Vvdw + VcouIomb+VdC [7]

dondeVeniace, Váuguios~ Vdiedms, etc. siginifica la enenrgíaque poseeel confórmeroindicadoen

función de los parámetrosestándar. La función de energíapotencial(Vr) esfuncióndelconjunto

de coordenadascartesianas,r, queespecificalaposicióndetodoslos átomosV = Vr =

r~) y a partir delacual se calculanlas coordenadasinternas:distanciasde enlace,ángulosde

enlace,ángulosdiedros,distanciasentreátomos,etc.en cadaconfórmero.

El primerténninode laecuación[7] correspondeala tensióndelenlace(desplazamiento

instantáneode la longitud de enlaceideal) y vienerepresentadopor la ecuaciónde potencial

armónicosimple(ley de Hooke).Lasexpresionescorrespondientesa la fuerza y la energíason:

F = -VV = -K~ (r-r0) [8]

V<r}=’/2 (Keni(r-ro)
2) [9]

dondeF esla fuerzarecuperadoradelenlacenecesariapararestablecerlaposiciónde equilibrio,

es la constanterecuperadoradelenlacedeformado,resladistanciainteratómicadeformada,

esla distanciainteratómicaenla situaciónde equilibrio, y V~ esla energíade enlace.

El segundotérminode la ecuación[7] representala flexióndel enlace(alteraciónde los

ángulosde enlace)y vienedescritode forma similar por un potencialarmónicosimple. La

expresiónde la energíade flexión de enlacees:
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= ¼(K,.,~ (6~O~)2) [10]

donde~ eslaconstanterecuperadoradelángulode enlace;O esel valordel ángulode enlace

y 0~ esel ángulode enlaceen lasituaciónde equilibrio.

El tercertérminode laecuación[7] describela torsióndeenlace(rotacióndelenlace).En

estecasoel potencialutilizado esunafunciónperiódicaquesueleserdel tipo cosenoo sumade

funcionescoseno.

= ‘/2 (Kdie (1±cos(n4’-4~)) [11]

donde4 esel valordel ángulodiedro;n esun númeronaturaly Kdie esla constanterecuperadora

del ángulodiedro.

-. 8
--

A7 4

El cuartotérmino de la ecuación[7] se conocecon el nombrede torsión impropia o

torsión fuera del plano y representala interacción que fuerza a un determinadoátomo a

mantenerseaunadeterminadadistanciadel plano formadopor los otrostres. Se sueledefinir

comoel ángulodiedroentreelplanoformadoporlos tresprimerosátomosque permanecenen

el plano(dosde ellos)y el queestáfueradel plano.

Vimp(<O) = ‘/2 (Kw (w-w
0f) [12j

Estetérminose incluyepara mantenerla quiralidaddeun átomopesadotetraédrico(por

ejemplo,un carbonoalfasinhidrógenosexplícitos)o laplanaridaddeciertosátomosplanos(por

ejemplo,el carbonodel grupocarbonilo).
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D

c

El quinto término de la ecuación [7] incluye las interaccionesno enlazantes

correspondientesa fuerzas de Van der Waals. El potencial utilizado para describir estas

interaccionessueleserdel tipo Lennard-Jones.

Vvjw = e [(r0/r)
12-2(r

0/r)
6] [13]

donder
0 es la distanciade equilibrio relacionadacon los ángulosde Vander Waals; r es la

distanciay ees la profundidaddelplano depotencialrelacionadoconla polarización.

El siguienteténninode laecuación[7] tieneencuentalas interaccionesno enlazantesde

tipo electrostático.Viene representadopor laecuaciónde Coulomb.

= (q,-q2/Dr) [14]

dondeD eslaconstantedieléctricadelmedioy resladistanciaentrelasdoscargas.Sin embargo,

enmoléculasno cargadasperopolarescomolasproteínas,lo apropiadoesutilizar la interacción

dipolo-dipoloquesecalculamediantela función FEANS [15].

1-tbk
Vn = (cos~— 3cosai-cosa1) [15]

enfunciónde laconstantedieléctricaD, del ángulo x que forman losvectoresde los dipolos,de

los ángulosqueformanlos vectoresdelos dipolosconla rectaqueunelos dosátomosfinalesdel

enlaceC-A y C-13 y la distanciaentreambosA y B.
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‘Ji

e

El último término de la ecuación[7] consideralas restriccionesexperimentalesde

distanciasy ángulosdiedrosobtenidasapartirderayosX y RMN.211’212Estetérminose incluye

únicamenteenel casode queserealicencálculosrestringidostantodeminimizaciónde energía

comodeDinámicaMolecular.Normalmentevienerepresentadoporun potencialarmónicodel

tipo:

V(d) = ‘/2 (KdC(dÍÁ-do~)2» [16]

para restricciones de distancias. De forma similar se pueden incluir las restricciones

correspondientesaángulosdiedrosobtenidosaparirde las constantesde acoplamiento.

V(~) = ‘/2 (K<,> ( 4~4~)2) [17]

Enalgunoscasoselpotencialincluyeademáslasinteraccionesporpuentesdehidrógeno213

e interaccionesagua~agua.2l42íS

2[ Bruger,A.T.; dore,O.M.; Oronenbom,A.M. y Karplus,M. (1986)Proc. NoII. Acad. Sci. EiSA,83, 3801.

2>2 Wtlthrich,K. (1989),4ccts.Chem.Res.,22,36.

2W Brooks,B.R.; Bruccoleri,RE.;Olafson, B.D.; States,D.J.;Swaninathan,5. y Kw-plus, M. (1983)1Comp.

Chem.,4, 187.

214 Stillinger, Fil, y Rahman,A, (1974)1Chem.Phys.,60, 1545.

23$ Barnes,P.; Finney,J.L.; Nicholas,J.D. y Quinn,lE. (¡979)A/ature, 282,459.
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Los camposdefuerzamásutilizadosenelestudioestructuraldebiomacromoléculasson

el AMBER(Assisted Model Building with Energy Refinement9’6 y el CHARMM(Chemistry at

HarvardMacromolecularMechanics).213Estoscamposdefuerza no incluyen todos los grupos de

átomospor lo queparael análisisde laestructuradecomplejosformadosentrebiopolímerosy

moléculaspequeñassehacenecesariola implementaciónde los mismos,incluyendoaquellos

tipos deátomosque no soncomunesa las biomacromoléculas.

4.3. M¡n¡mización deenergía.

Se trata de un problema de optimización no lineal de una función de energía potencial

(Vr). El método consiste en encontrar los valores de las coordenadas que hacen mínima esa

función.

El mecanismoseguidoen laoptimizacióndeenergíaesel siguiente:

i) a partir de un conjunto de coordenadas, los algoritmos de minimización de energía se

obtienen para cada átomo las coordenadas internas (distancia entre átomos en lazados, ángulos

de enlace, etc.) y las comparanmediantela expresióndel potencialconel valor en el equilibrio

de la coordenadainterna.A partirdeaquí,calculanlaenergíapotencialy sugradiente,el cualnos

da la fuerza de cada átomo, para un conjunto determinado de posiciones atómicas.

[18]

u) a continuación, se aplica una pequeña perturbación y se calcula el valor de la función

2>6 Weiner,P.K. y Kollman, PA. (1981)1 Comp.Chem.,2,287.

213 Brooks,B.R.; Bruccoleri, R.E.;Olafson,B.D.; States,D.J.; Swaninathan,5. y Karplus,Nl. (1983)1Comp.

Chem.,4, 187.
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paralas nuevascoordenadas.Si el valorha disminuidoconrespectoala inicial, laperturbación

continúaen esesentido,en casocontrariosecalculalaenergíaprobandoaperturbarel sistema

en otra dirección. Se repite el procesobuscandola disminuciónde la energíapotencialy

obteniendodeesemodounaestructuramolecularoptimizada.

Normalmente,en modelizaciónmolecularse utilizan fundamentalmentealgoritmos

mínimizadoresde dostipos: los métodosno convergentesy los métodosconvergentes.

a) los métodosconvergentesdetienenel cálculocuandosealcanzala configuraciónde

mínimaenergía;

b) los métodosno convergentesno detienennuncael cálculo, continúan“planeando”

sobrelasuperficiedeenergía.Entrelos primeroscabedestacarelSteepestDescenl’7’218y entre

los segundosel ConjugateGradient.219

a) SteepestDescentesel algoritmo minimizador más simple. En cada etapa se añade a las

coordenadasunavariaciónopuestaal gradientede energíapotencial.Lavariaciónseaumentasi

laenergíaobtenidaesmenory sedisminuyesi laenergíaesmayor.Aunqueestemétodopresenta

unaconvergenciamuypobre,los desplazamientosde lasposicionessonsuavesy portantoresulta

útil para eliminar malos contactos.

b) ConjugateGradient.Estealgoritmominimizadormuestraunaconvergenciamejor.

Mientrasqueelsteepestdescentse basaenel gradientede energfapotencialde la etapa

en la que seencuentra,el conjugategradientutiliza la información del gradiente de la etapa en

la que seencuentrajunto conlos gradientesde las etapasantenores.

2>7 Levitt, M. y Lifson, 5. (1969)1Mo! Rio!, 46, 269.

218 0dm,BR. (1976)TesisDoctoral,UniversidaddeHarvard,Cambridge,MA.

2>9 Fletcher,R. y Reeves,C.M. (1964)Comput.1, 7, 149.
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4.4. Dinámicamolecular.

La dinámicamoleculareslacienciade la simulación de los movimientos de las partículas

de un sistema.220Aplicadaamuestrasbiológicasnospermiteanalizarlas fluctuacionesde las

posicionesrelativasde los átomosde unaproteínao un ADN comounafuncióndel tiempo.

Lasmacromoléculasbiológicassonsistemasinherentementedinámicos.Lassimulaciones

dinámicasno sólo incluyen los movimientosmolecularessino que permiten ademásel

refinamientodeestructurasmacromolecularesobtenidasapartir de datosde cristalograflade

rayosX o RMN.

El elementoesencialde la simulación dinámica es el conocimiento del potencial de

interacciónde las partículas,a partir del cual es posiblecalcular las fuerzasy resolverlas

ecuacionesdemovimientodeNewtonquegobiernanladinámicade laspartículas.Seránecesario

integrarsimultaneamentelas ecuaciones:

[19]

paratodoslosátomosdel sistema,yaqueelpotencialsobrecadaátomoesfunciónde laposición

del restode los átomos.

Parapodercomenzarunasimulación dinámicaesnecesariotomarcomopuntodepartida

un conjuntoinicial decoordenadasatómicasy develocidades.Estascoordenadasinicialespueden

obtenerseapartir de los modelosde rayosX, RMN o deestructurashomólogasa las queseva

aestudiar.Dadoel conjuntodecoordenadas,esnecesarioun cálculopreliminarparaequilibrar

elsistema.La estructurainicial esminimizadautilizandounalgoritmominimizadorqueelimine

220 Karplus,M. Petsko,ifA. (1990)Nature,347,631
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lasposiblesdistorsiones(solapamientodeátomos,distorsionesen laslongitudesdeenlace,etc.).

A continuaciónseasignanvelocidadesalos átomossiguiendounadistribucióndeMaxwellabaja

temperaturay se realiza una simulaciónde pocos picosegundos.Esta simulación permite

encontrarlasaceleraciones“ag” delos distintosátomosy apartir de la ley de Newton:

= m1’a, [20]

dondeF1 es la fuerzaqueactúasobreel átomo,obtenidaapartirdeladerivadadel potencialcon

respectoa la posición; m1 es la masadel átomoi e a~es la aceleraciónconferidaacadaátomo.

Estosvaloresse introducenen la ecuación[21].

r1 (t+At) = r1(t) + V~ At + ‘/2 (a1(Atf)+.... [21]

parael cálculode la posiciónr~ enu tiempot+At, dadoun r~ aun tiempot.22í2nSerepiteparael

procesodeformaiterativahastaquesealcanzaelvalorde la temperaturaelegida.Latemperatura

semide atravésde la energíacinéticadel sistema.

2m~=V?>3N.KBT [22]

dondeN eselnúmerode átomosdelsistema,V~
2 eslavelocidadcuadráticamediadel átomo(i)

y K~ es la constantede Boltzman.

Seconsideraqueel sistemahaalcanzadoelequilibriocuandola temperaturapermanece

estable durante tiempos superioresa 10 picosegundosy las diferentes regiones de la

macromoléculatienenlamismatemperaturapromedio.

La integracióncontinuadade las ecuacionesde movimiento una vez alcanzadoel

equilibrio generalas coordenadasy velocidadesde los átomoscomounafuncióndeltiempo.El

22> Beeman,D.J.(1976) Comp. Phys.,20, 103.

222 Verlet, L. (1967) Phys.Rey.,159, 98.
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intervaloAt debeserpequeño,de formaque el potencialno varíemuchoencadaetapa.

Unaformadecomprobarsielcálculoescorrectoseríaaplicarelprincipiodeconservación

de energia213ya quetodaslas fuerzasaplicadasen el cálculo soninternasy portanto seanulan

entreellas,peroen la prácticaestono ocurreasí, la energíano seconservadebidoala seriede

aproximacionesrealizadas(enfunción delpotencial,enla ecuación[21], etc.).

Este método de simulación presentados tipos de limitaciones: por una parte las

aproximaciones realizadas en la funciónde energía potencial y por otra el tiemponecesariopara

realizarlas simulaciones.En elprimer casose introducenenelcálculo los erroressistemáticos

y en el segundoerroresestadísticos.Resultapor tanto necesariala búsquedade funcionesde

potencial más refinadas que nos permiten obtener estructuras más exactas utilizando tiempos

razonables.

223 Van Gunsteren,W.F. y Berendsen,H.J.C.(1990)Biochem.Mc. Trans., lO, 301.
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Objetivosyplan de trabajo.

De todo lo dicho, cabededucirqueel controldel gradode hidrataciónde la enzimaes

importanteensuactividadcatalítica.Dadoqueno sehabíarealizadohastala fechaunestudio

sistemáticosobreestepuntoenel casodelalipasade Candidarugosaliofilizada,actuandocomo

catalizadorsuspendidoenmediosorgánicos,nospropusimosenestaMemoriaa abordarlos

siguientespuntos:

1. Estudiocomparativode la actividadcatalíticade la lipasaliofilizada de Candida

rugosa de distinto origen o con distinto grado de pureza,actuandoen medios orgánicos

microacuosos.

2. Estudiodel nivel de hidrataciónde estasmuestras.

3. Modificacióndel gradode hidratacióndel microentornoañadiendopolioles,unidos

covalentementeo no alaenzima.

4. Estudiocomparativode la actividadcatalíticade estasenzimasmodificadasy de las

enzimasno modificadas.

5. Modelizaciónde la interacciónenzima-sustrato.
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ParteexperimentaL

1. MATERIALES.

1.1. Enzimas.

LipasadeCandidarugosa(LCRC)tipoVII, númerodelote 33H0115 fueproporcionada

por la casaSIGMA ChemicalsCo. (Missouri,EEUU). El lote contenía860 U/mg de sólido,

segúnelproveedor,siendolaunidadlacantidaddeenzimaqueproduceunmicroequivalentede

ácidograsopor horaen la hidrólisis de aceitede oliva a pH 7,2 a 37 oc, tras 30 minutosde

incubación.La determinaciónporel métodoBiuret224realizadaporel proveedorrevelóquela

preparacióncontenía2,425 unidades/mgdeproteína.

La lipasasemipurificadade Candidarugosa(LCRS) seobtuvoapartirdeLCRC porel

procedimientodescritoporSánchez-Monteroy col.’89

Laslipasascrudasde CandidarugosaATCC 14830fueronobtenidasen laUniversidad

AutónomadeBarcelonaporel equipodel Dr. FranciscoValeroendiferentescondicionesde

fermentacióny denominadasen estaMemoriacomo lipasas UAB.

Las isoenzimasLipasaA (LCRA) y LipasaB (LCRB) seobtuvieronapartirdela LCRC

porel procedimientodescritoporRúay col•172

224 Robinson,H.W. y Hodgen,C.O. (1940)£ BioL C/zem.,135, 707.

~ Sánchez-Montero,J.; Hammon,y.; Thomas,D. y Legoy, M. (1991)Bioch¡m. Biophys.Acta,1078,345.

172 Rúa,M.; Díaz-Mouriflo, 1.; Fernández,V.M.; Otero,C. y Hallesteros, A. (1993)Bloc/dm.Biop/iys.Acta,1156,

181-189.
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1.2. Productos.

La casaFLUKA proporcionóel 9,10-dihidro-9-oxa-antraeeno,el ácido (R,S)2-fenil

propiónico y los dextranos, denominadoscomo “Dextran Standard” de Leuconostoc

mesenteroides.Setrabajócon polímerosde diferentepesomolecular:6, 12, 25 y 50 KDa.

La casaALDRICH CHEMICAL suministréel ácidoperclórico al 60 % y las sales

utilizadasparaprepararpatronesde a~conocida:MgCl2~6H2O(¾= 0,32),MgNOg6H2O(¾=

0,52),NaCl~H2O(a~~ = 0,72)y LiCFH2O(¾= 0,11).

Las solucionessalinasutilizadas como patrón y con valoresde humedadrelativa

conocida:95 % a25
0C (n0 74656)y 10 % a25 oc (n0 74653)procedíande lacasaANAME.

La casaNOVASINA ha proporcionadolas solucionespatrónde ¾conocida:sal-li

(humedadrelativa= 11,3 % a25 0C) y sal-98(humedadrelativa= 98 % a25 0C).

Los terpenosutilizadosprocedieronde la casaSIGMA: mentol,isomentol,neomentol,

nerol,geranioly famesol.

El ácido (R,S) 2(4-isobutilfenil) propanoico fue suministrado por BOOTS

PHARMACEUTICALS.

El ácido (R,S)2-(6-metoxi-2-naftil) propanoicoha sido suministradopor SYNTEX

RESEARCH.

El ácido (R,S)2-(3’-benzoil)-fenilpropanoicohasido suministradoporlos Laboratorios

MENARINI.

n-Propanoly los disolventesorgánicosempleadosfueronadquiridosaMERCK. Todos

los reactivosempleadosfueronde purezaanalítica.
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2. MÉTODOS.

2.1. CARACTERIZACIÓN DELAS LIPASAS.

2.1.1. Lipasade Candida rugosa comercial.

El preparadocomercial poseíauna actividadde 860 U/mg de sólido, como hemos

indicadoanteriormente,segúnel proveedor.A fin de cuantificarestaactividaden nuestras

condicionesde trabajo, seprocedióa la determinacióndel contenidoenproteínasdel sólido

comercialcomopasoprevioa la medidade laactividadhidrolítica.

A. Determinaciónde la cantidaddeDroteina

.

Para la determinacióndel contenidoen proteínasen muestrasbiológicasse pueden

utilizarmétodoscolorimétricos,espectrofotométricosy fluorimétricos.Laeleccióndel método

vienedeterminadafundamentalmenteporla complejidadde la muestra,la precisióndeseaday

el númerode muestrasaanalizar.En nuestrocasosehaempleadoel métodomodificadode

determinaciónde proteínasdeLowry y col.,225propuestaporl-Iartree.226Los métodossebasan

en la formaciónde un productocoloreadocomoconsecuenciadedosreaccionesde laproteína

condiversosreactivos:i) la reacciónde laproteínaensoluciónalcalinacontartratocúpricoy ti)

la reaccióndereducciónde los ionesfosfomolibdatoy fosfowolftamato,presentesenel reactivo

de Folin-Ciocalteau,por los residuosTirosina (Tyr) y Triptófano (Trp) de la proteína. El

225 Lowiy, OH.;Rosebrough,N.J.; Farr,A.L. y Randeil,R.J. (195I)J BIoL Chem.,193.256-275.

226 Hartree,E.F. (1972)AnaL B¡ochem.,48,422-427.
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resultadoesla formaciónde un complejocoloreadode intensidadproporcionalal númerode

residuos.

El patróndeproteínaempleadofueunasoluciónde seroalbúminabovinade 2 mg/ml en

tampónTris/UCí O,1M apffr7.

Los reactivosempleadosfueronlos siguientes:

ReactivoA. En 500 ml de NaOH iN seañadieron2 g de tartratosódico-potásicoy 100

g deNa2CO3enrasandotodoconaguabidestiladahasta11.

ReactivoB. En 90 ml de aguadestiladaseañadieron2 g de tartratosódico-potásicoy 1

g de CuSO~<5H2O,enrasandofinalmentehasta100 ml conNaOH iN.

ReactivoC. En 15 ml deaguaseañadió1 ml de reactivode Folin-Ciocalteu.

El procedimientoconsistióenañadiren los tubos de ensayoperfectamentelimpios y

numerados,porcionesdelasoluciónpatrónde proteína(2mg/mí)igualandolos volúmenescon

aguadestiladahasta1 ml. A continuaciónseadicionaron0,900 ml del reactivoA, seagitó

rápidamentey seincubarondurante10mm aunatemperaturade 50
0C. Transcunidoestetiempo

sedejóenfriarlamuestraatemperaturaambientey seañadióencadauno delos tubos0,100ml

del reactivoB. Despuésde agitarsedejaronreposardurante10 mm atemperaturaambiente.

Posteriormenteseañadieron3 ml del reactivoC, incubandodenuevoa50 0C durante10 mm y

dejandoenfriara temperaturaambiente.Al términodeestetiempoel color fue establedurante

un intervalo de tiempo comprendidoentre45 y 60 mm, duranteel cual sehande realizarlas

medidasde absorbancia.
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Tabla ¡11.1. Protocolo para la preparación de la recta de calibrado en la determinación de proteínas por
el método l-Iartree.226

Disolución Proteína
enziniática Tubo (¡/1)

Reactivo
A

Reactivo
B

Reactivo
C

Abs
(X=650nm)

1 - 0,9 0,1 3 0,043

2 9,8 0,9 0,1 3 0,181

Seroalbúmma 3 14,7 0,9 0,1 3 0,291

bovina 4 19,6 0,9 0,1 3 0,420

5 24,5 0,9 0,1 3 0,438

6 29,4 0,9 0,! 3 0,483

7 34,3 0,9 0,1 3 0,566

8 39,2 0,9 0,1 3 0,623

LCRC 9 - 0,9 0,1 3 0,068

En la Tabla111.1 seindicael protocoloa seguirpararealizarlacurvade calibradoy la

determinacióndel contenidode proteínade lapreparacióncomercial.Lasmedidasserealizaron

enun espectrofotómetroShimadzumodelo2100,aunaA = 650 nm y 250C.

La solución problema de LCRC se preparóa partir de una disolución del polvo

suministradoporlacasacomercialen tampónTris/HCI 0,1N,pH7 enunaconcentración2 mg

sólido/mí,agitandouniformementedurante2 h aunatemperaturade 4 0C.

Parala determinaciónde la concentraciónde proteínasetomaron30 jd del extracto

enzimáticodeconcentración2 mgde sólido/mí,paraposteriormenteenrasarconaguadestilada

hasta1 ml. Despuésseañadieronlos reactivoscorrespondientessegúnelprocedimientodescrito

anteriormente.En la Figura111.1 semuestranlos datosde absorbanciade lassolucionesdel

patrónde concentracióncreciente.Todoslos ensayosserealizaronportriplicado.

226 Hartree,EF. (1972)AnaL B¡ochem.,48,422-427.
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Figura 111.1. Recta de calibrado de la seroalbúmina bovina para realizar ladeterminación de proteínas por
el Método Hartrcc.
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(>ig/ml)J + 0,035

r0,976

F170~~=38,46

ComoF,
7exp esmayorqueF

17(«~Q¡)podemosdecirqueel significadodelaecuación[23]

esmuchomayordel 99 %.

B. Medidade la actividadhidrolftica

.

Paraladeterminacióndelaactividadhidrolíticaseemplearonglicéridosdeácidosgrasos

de diferentelongituddecadena.Anteriormente,miembrosdenuestrogruporealizaronunestudio

sobrelascondicionesóptimasparaestacaracterización,cuyosresultadosmasrelevantesfreron:

i) El intervalode concentraciónde enzimacomercialenel quelavelocidadinicial de la

actividadlipásicaes proporcionala la concentraciónde la enzimaes inferior a 0,8 mg de

40

[23]

= 0,953

= 12,2
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preparadocomercial/ml.’85Porestarazón,al determinarla actividadhidrolítica, la disolución

enzimáticatuvo unaconcentraciónde 0,4 mg/ml.

u) El pH óptimo de la reacciónsefijó en 7,0; no obstante,en labibliografiasepueden

encontrarvariedadde trabajosdondeel pH óptimo de trabajono coincide.Estasdiferenciasse

puedenrelacionarconla naturalezadel sustrato,esdecir, conel pKa del ácido liberadoenla

interfasey con lapresenciadediferentesmediosorgánicosqueconducenaaumentarel pHdel

microentornodel centroactivo de laenzimaal disminuirla constantedieléctricadel medio.

iii) La temperaturaóptimadetrabajosegúnlo descritoenlabibliografiaparala hidrólisis

de trioleinaerade 37 OC.227 Sin embargo,al utilizar la tributirina, los ensayoscinéticosestán

descritosa30 OC.189.228Finalmenteseoptó porrealizarlos ensayosaunatemperaturade 30 0C.

iv) Se estableciócomo medio óptimo de reacciónel tampónTris 0,1 M, pH 7,0;

confirmándoseuna mayoractividadcon el empleode tamponesconstituidospor moléculas

orgánicasqueconel tampónfosfato,179tradicionalmenteutilizadoen la bibliografia.

Las disolucionesseprepararonpesandouna cantidaddeterminadade la preparación

comercialquesedisolvióen un matrazaforadoentampónTris/HCl 0,lM, pH~fl, semantuvo

agitandodurante2 h, a unatemperaturade 4 0C. Si la soluciónenzimáticano se empleaba

inmediatamente,sealmacenabaa -20 0C enviales.

Entodos los casoslaactividadhasido medidamedianteunsistemapotenciométricode

~ Hernáiz,M.J. (1996) TesisDoctoral.FacultaddeFarmacia.UniversisdadComplutensede Madrid.

227Tsai,S.W.; Wu, G.M. y Chiang,CL. (1991)Bíotechnoér.Bioeng,38, 761.

89 Sánchez-Montero,J.; Hammon,Y.; Thomas,O. y Legoy,M. (1991)Bloc/dm.Biophys.Acta,1078,345.

228 Ooldberg,M. (1989) TesisDoctoral.Universidadde Compiegne.Francia.

‘~ Moreno,J.M. (1994) TesisDoctoral. Facultadde Farmacia.UniversidadComplutensede Madrid.
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valoración automáticaa pH constante(pH-stato) de la casaMETROHM formado por un

procesadorincorporadoa 40 Mhz; una unidadde valoraciónMetrohm 665; una unidadde

agitaciónMetrohm649; unelectrodode pH, pH-metro,Metrohm691; un móduloregistrador,

Metrohm614 Impulsomat;un dosificador,Dosimat605; unaimpresoraEpsonLX-800 y un

reactortermostatizadoporrecirculaciónde agua.

Como sustratosseemplearontriglicéridosde ácidosgrasosde diferentelongitud de

cadena,comosonla trioleinay la tributirina.

Paraver la actividadfrente a trioleina seha empleadoel sustratoproporcionadopor

SIGMA DIAGNOSTIC, que consisteen unaemulsiónde aceitede oliva al 50 % (y/y) que

contieneun 0,1 % de azidasódicacomoconservante.El aceitede oliva contieneun 83,5% de

glicéridosdelácidooleico,delos cualesel constituyentemásabundanteeslatrioleina(trioleato

deglicerilo).

La reacciónde hidrólisisseha llevadoacaboañadiendoal reactor9 ml de tampóny 1

ml deunadisoluciónenzimáticadeconcentración4 mg/ml. Lamezclasemantuvoconagitación

constanteduranteio mm a unatemperaturade 30 0C. Transcurridoestetiempo enel que la

enzima se ha acondicionadoa la temperaturay al medio tamponadoque constituíanlas

condicionesde reacciónsehanañadido50 ¡±1del sustrato.Las velocidadesiniciales sehan

medidoutilizandoel métododevaloraciónapH-fijo anteriormentedescrito,valorandoelácido

producidocon NaOHpreviamentenormalizadautilizandocomopatrónftalatoácidodepotasio.

Laconcentraciónde laNaOHutilizadahasido0,0025N (f= 0,995)proporcionala laactividad

enzimáticaobservadaenlos diferentesensayosrealizados.

El otro sustratoempleadoparala caracterizaciónlipásicade LCRChasido latributirina,

(tributiratodeglicerilo) proporcionadaporALDRICH.
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Para medir la actividad frente a tributirina ha sido necesarioprepararuna solución

emulsificanteparalapreparacióndelsustratoobjetivode lareacción.Estasoluciónemulsificante

estabaformadapor:

- NaCí (ALDRICH) 1,79 g

- KH2PO4(PANREAC) 0,041g

- glicerol (ALDRICITI) 54 ml

- gomaarábiga(SIGMA) 1 g

- aguabidestilada,c.s.p. 100 ml.

La preparaciónde estasoluciónemulsificanteconsistióen poneren un matrazaforado

de 100 mlelNaCí, KH2PO4y lagomaarábiga,añadiéndoseacontinuaciónel gliceroly un poco

deaguabidestilada.Lamezclaseagítócuidadosamentey cuandoestuvodisueltalagomaarábiga

seenrasóconaguabidestiladahasta100 nil.

Paralapreparaciónde laemulsiónsehaprevistoun volumensuficienteparalos ensayos

correspondientesparacadadía.Paraunvolumende 100 ml laemulsióncontenía:

- tributirina 0,15 M: 4,39 ml

- soluciónemulsificante:2 x 4,3949mí: 8,78ml

- tampónTris/HCI 0,1 M (pH = 7) (c.s.p.lOO mi): 86,81 mi

Todosloscomponentessemezclabanbienporagitacióny seemulsificabala muestraen

un bañode ultrasonidosdurante15 mm paraformarunamicroemulsiónhomogénea.

La reacciónsehallevadoa caboenun reactora30
0C,conagitaciónconstante,enel que

sehanpuesto5 mIdetampónTris/I-ICI 0,1 M (pH = 7), acontinuaciónsehaañadido1 mIdela

soluciónenzimáticay despuésde 10 mm de acondicionamientode la enzimaala temperaturay

mediotamponadodetrabajo,sehanañadido4 mi de la emulsión.
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Las velocidadesinicialessehanmedido utilizandoun métododevaloracióna pH-fijo

bajoagitaciónconstante,valorandoel ácidoproducidoconNaOH previamenteestandarizada

utilizandocomopatrónftalatoácidodepotasio.LaconcentracióndelaNaOHempleadahasido

0,0025N (f 0,995)proporcionala laactividadenzimáticaobservadaenlos diferentesensayos

realizados.

En todos los casoslas experienciassehanrealizadopor triplicado,expresándoselos

resultadosapartirde la mediaobtenidaen los ensayos,con un errormáximodeun 5 %. Una

unidaddeactividad(U) sedefine,ennuestrascondicionesdeensayo,comola cantidadde enzima

quelibera un timol de ácidograsoporminuto de reacción.

C. Medidadela actividadestersintetasa.Sintesisdeloleatodeheptilo

.

Dadoquela actividadhidrolitica de un preparadoenzimáticono secorrespondecon la

actividadsintetasaenmediosorgánicos,sehadefinido enel grupode trabajo la síntesisdel

oleatode heptilocomoreaccióntestparadeterminarestaactividad.

La reacciónseha llevadoa caboen un reactoren el queseponíanel ácidooleico (66

mM) y el heptanol(66 mM) enun volumenfinal de 10 ml de isooctanoy unaconcentraciónde

preparadoenzimáticosólido(10mg/ml dedisolvente),a300C y conagitaciónconstante.Sehan

ido extrayendodelmediode reacciónalícuotasde 100 pl queposteriormenteerandiluidashasta

1,5ml de isooctanoqueconteníaunaconcentraciónconocidadepatróninternoparasuposterior

análisispor cromatografiade gases.El aparatoutilizado ha sido un ci-omatógrafodegases

modeloShimadzuGC-14A equipadocon detectorde ionizacióndellama(FID), un inyectorcon

split (1:2), unacolumnaSPB-1 (15 mx 0,32 mm) (SupelcoInc. Bellafonte;PA, EE.UU).La

temperaturainicial de la columnaha sido de 120 oc durante5 mm, posteriormenteseha ido
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aumentandoa 13 0<3 por mm hastallegar a una temperaturafinal de 250 0<3 la cual seha

mantenidodurante10 mm. La temperaturadel inyectorfue de 250 0<3 y la temperaturadel

detectorfue de 250 0<3~ La fasemóvil empleadaha sido unacorrientede nitrógenoconun flujo

de 60 mí/mm.

La cuantificaciónde los productosde reacciónseha realizadomedianteel métododel

patrón interno, que permite deducir el mínimo de erroresdebidosa la variabilidad en la

preparacióny extracciónde lamuestra,enla respuestadel instrumentoy enlatécnicaanalítica.

Enlaprácticaseañadealamuestraunaconcentraciónconocidadepatróninterno,queennuestro

casohasido el 1 -octanol.Lasvariacionesaleatoriasenel volumende inyecciónde la muestra

secompensanautomáticamentepuesel patróninternoformapartede la muestra.El factorde

respuestasecalculamezclandounaconcentraciónconocidadelpatróninternopuro(1-octanol)

convariasconcentracionesconocidasdelos componentespuros(heptanol).El protocoloseguido

paraladeterminacióndel factorde respuesta(Rf) haconsistidoenunadisolución formadapor

1-heptanol: 4 mM y, 1-octanol: 8mM en isooctano.Esta disolución fue analizadapor

cromatografiadegasesen lascondicionesanteriormentecitadas,siendolos tiemposderetención

de3 y 5 mm parael heptanoly octanolrespectivamente.El cálculode (Rf) serealizóatravésde

la siguientefórmula:

CHSo
Rf= GaÑí [24]

donde<3H y <3~ sonlasconcentracionesde heptanoly octanolrespectivamentey ~0 y 5H sonlas

áreasde octanol y heptanolobtenidasencadacromatograma.Enlos análisisde las muestrasla

concentraciónde heptanol(CH) queno seesterificaconel ácidooleicosecalculaapartirde la
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fórmuladel R~, y pordiferenciasecalculael oleatode heptilo formado.Estoes:

SH
Cn Co~Rj— [25]

So

Así mismo,paradeterminarel efectode la temperaturasobrelaactividadde laenzima

enmedioorgánicosetomóestamismareaccióncomoreferencia.El procedimientoexperimental

fue el indicadoanteriormente,con las condicionesy la metodologíaantesresellada.El estudio

se llevó acaboa unatemperaturadetrabajode 50 0<3 y el seguimientode la reacciónsellevó a

cabodurante150 h.

D. Desactivaciónpordisolventeorgánico

.

Paraestudiarel efecto dcl disolventeorgánicose llevó a caboun experimentoque

consistióen mantenerunadeterminadacantidadde preparadoenzimáticoen el senode un

disolventeorgánicoy observarel efectoprovocadoporéstesobresuactividaddespuésdelargos

periodosde contactoy en condicionesestándarde reacción,esto es, 30 0<3 y 500 rpm de

agitación,yaquefueronéstaslas condicionesempleadasenlas reaccionesde síntesisllevadas

acaboalo largodeestaMemoria.

Paraello sepreparóunabateríade reactoresquecontenían200 mgde LCRCy 10 ml de

disolventeorgánico.Se mantuvoa30 0<3 y conunaagitaciónde 500 rpm. Cadareactorsefue

retirandoperiódicamentey seañadíasobrelapreparaciónenzimáticaembebidaenel disolvente

orgánicolos sustratoscorrespondientesaunareaccióntest,quefueron:(R,S)2-(4-isobutil)fenil

propanoico(66mM)y n-propanol(66mM).Todoello semanteníaa300<3y 500rpmdcagitación

durante168 h. Posteriormentela conversiónen estera las 168 h de iniciarsela reacciónse
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analizópor cromatografiade gases.Paraello, seempleóun cromatógrafode gasesmodelo

ShimadzuGC-14AequipadocondetectorFID, un inyectorconsplit (1:2), unacolumnaSPB-1

(15 mx 0,32 mm). La temperaturadel inyectorfuede 3000<3y ladeldetectorfue de350 0<3• La

fasemóvil fue nitrógenoconunflujo de 12 ml/miny unatemperaturadecolumnade 1800<3.Los

tiemposderetenciónparael ácidoy el esterfueronde 4 y 5 mm respectivamente.

E. Desactivacióntérmicaenmedioorgánico

.

Paradeterminarla termoestabilidaddelpreparadocuandosetrabajabaenmedioanhidro

seprocedióa la incubaciónde lapreparaciónenzimáticaen isooctanoa 50 0<3 manteniéndose

en estascondicionesa lo largode diferentestiempos(0, 8, 15,40,60, 80, 90 h). Paradeterminar

el efectode la temperaturaenelmedioorgánico,setomócomoreaccióntestlasíntesisdeoleato

de heptilo.Las condicionesexperimentalesy lametodologíallevadaacabofueronlasdescritas

anteriormente.

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

decrecimientoexponencialsimple[9],o aunaecuacióndedecrecimientoexponencialdoble[10J,

segúnel caso:

A = Ao.ekt + Aí [26]

A=AIxeIct+A2x&ktz+A3 [27]

Paraexplicarlos resultadosseacudióal modelodedesactivacióndeHenleyy Sadana:
229

al «2

229 Henley,JA’. y Sadana,A. (1985)EnzymeMicrobiol? TeclinoL, 7,50-60.
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dondek1 y k2 sonlasconstantesdedesactivación;E, E1 y E2 sonlaenzimay los intermediosque

aparecendurantela desactivación,y a1 y a2 sonlas relacionesentrelas actividadesespecíficas

E1/E2y E2/E,respectivamente.Estosautoresasumenquelaactividadenzimática,A, aun tiempo

t esel promediode las actividadesespecíficasde cadaestado,siendoE0 la actividadinicial a

tiempot0.

E + aí Eí + a~ -

Eo [29]

Estaactividadpuedeescribirse,en funciónde los parámetrosinicialescomoecuaciónen

laqueseasumendecrecimientosexponencialessimplesparadescribirla desactivación,y donde

a1 y a2 seexpresanentantopor ciento.

ai•ki a2~k2 kt ai.ki a2-k2
A=cx2±[100+ k2—k¡ k2kI]e ~~k2—kI k2~kI]e [30]

Las curvasde desactivaciónobtenidascon los datosexperimentales,se ajustaron

mediantela utilización del programaSIMFIT.
230 A partir de estasecuacionesajustadas,se

calcularonlas constantesde desactivaciónk
1 y k2, las relacionesa~ y «2~ la vidamedia(t1~)y el

factor de estabilización(F). Estefactor sedefine como la relaciónentrela vida mediadel

derivado modificado y la vida media de la enzimanativa en las mismas condicionesde

almacenamientoy conla mismacantidadde proteína.

230B&dsley W.G. (1995)ProgramaSIMFIT (versión3.8)SchoolofBiologicalSciencc.UniversityofManchester,

UK.
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2.1.2 Lipasade Candidarugosasemipurificada(LCRS).

Dadoel elevadonúmerode impurezasdela muestracomercial,sehasemipurificadola

misma,afin depoderhacertrabajosde modificaciónquímicadondeelbiocatalizadorfueramás

reproduciblequeel polvo comercial.El objetivoconsisteeneliminarel contenidono proteico

existenteenelpolvocomercial,sinpretenderunatotalpurificaciónconrespectoaotrasproteínas

o glicopéptidosquepudieranestarpresentesen los extractos.

La metodologíaseguidase basaen la descritapor Sánchez-Monteroy col.’89 Este

procedimientosebasaeneliminarpordiálisisla lactosay pequeñasmoléculasdePm< 20 KDa

contenidasen el preparadocomercial lo cual permiteestudiarsu influenciaen el estadode

hidratacióndel microentomode la preparacióncomercial y su repercusiónen la actividad

catalíticade la misma.

Unacantidadpesadadeestaenzima(1 gramo)sesuspendióen20 mIdeaguabidestilada,

se agitó a4 oc durante1 hora(700-800rpm). Pasadoestetiempo,paraeliminarlas impurezas

insolublesen agua,el sobrenadanteseintrodujo en una membranade diálisis que excluye

moléculasconun pesomolecularinferiora20 KDa. Posteriormente,lamembranade diálisisse

sumergióenunvasodeprecipitadosquecontenía2 1 deaguabidestilada(pH = 5,5).Semantuvo

duranteun tiempode24 h enelmismoa4 0<3, conagitaciónconstantede 700-800rpm. El agua

de diálisis secambióperiódicamentecada2 h, durantelas primeras6 h, y posteriormente,1 h

antesde acabarel proceso.Finalmente,la muestrasecongelóenacetona/nievecarbónicay se

liofilizó durante24 h. El material obtenidosepesóy seobservóque el rendimientofinal del

procesovino aserentodoslos casosdeun 25 %. Estamuestrafinal resultanteseconservóa-20

“9 Sánchez-Montero,J.M.; Hammon,VM.; Thomas,D. y Legoy,MD. (1991)Bloc/dm.Biophys.Acta,1078,345.
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0<3 parasuposteriormanipulación.

A. Determinaciónde la cantidaddeproteína

.

Lametodologíay lascondicionesexperimentalesfueronlasempleadassegúnlo descrito

porel métodoHartree,226lacurvade calibradoempleadaparadeducirel porcentajedeproteínas

apartirdel valor de laabsorbanciasemuestraen laFigura111.1.

B. Medidade la actividadhidrolítica

.

Las condicionesexperimentalesy la metodologíapara esteensayocon trioleina y

tributirinaya fuerondescritasanteriormente.

C. Medidade la actividadestersintetasa.Síntesisdeloleatodehentilo

.

Lametodologíay las condicionesexperimentalesparallevaracaboladeterminaciónde

estaactividadsecomentaronanteriormente.

D. Desactivacióntérmicaenmedioorgánico

.

El experimentoserealizóenlasmismascondicionesquefuerondefinidasparalaLCRC.

Deestamanerasepodíaobservarel efectoque teníael procesode semipurificaciónsobrela

termoestabilidaddelpreparado.

226 Hartree,E.F. (1972)AnaL Biochem.,48,422-427.
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2.1.3 LipasaA (LCRA) y LipasaB <LCRB) purasdela lipasadeCandidarugosa

comercial.

Enlaintroducciónteórica(Sección1.2.3.)sehaindicadoquela lipasacrudasecretadapor

la Candidarugosaesunamezclade isoformas,cuyaproporcióny naturalezadependede la

naturalezadel inductory dc las condicionesdefermentación(velocidadde agitación,aire,etc.).

Es porello por lo que seprocedióa aislar las isoformasLA y LB del preparadocomercialde

SIGMA y caracterizarlasen las mismascondicionesquesehizo paralas LCRCy LCRS.

La metodologíaseguidaen el aislamientode las isoformasLCRA y L<3RB de Candida

rugosamediantetécnicascromatográficasapareceresumidoen el Esquemay constade las

siguientesetapas.’72

a) Solubilizacióny centrifugación.

Se pesaronunos 25 g de LCR<3 que se resuspendieronen 250 ml de tampón

Na
2HPO4/NaH2PO40,25 M (pH = 7,0),la suspensiónse agitó atemperaturaambientedurante

1 h y secentrifugódurante30 mm a 12.000rpm en una centrífugaKONTRN Instruments

CentrikonT-124.

72 Rúa,M.; Diaz-Mouriño,T.; Fernández,V.M.; Otero,C. yBallesteros,A. (1993)Bloc/dm.Biophys.Acta,1156,

181-189.
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Esquema 111.1. Método de purificación de la LCRC descritoporRúay col.172

PREPARADOCOMERCIAL

SOBRENADANTE

~EFAROSA

LIPASA E CW~A+~)

SEPHACRYL HR- 100

LIPASA B

LIPASA A

SEPI-IACRYL HR-100

LIPASAA

b) CromatografiahidrofóbicaencolumnadeFenil-sefarosaCL-4.

Primeramenteseequilibró la columnade Fenil-sefarosaCL-4 (5 x 60 cm) contampón

Na
2HPO4/NaH2PO40,25 M (pH = 7,0) a un flujo de 300 ml/h y atemperaturaambiente.El

sobrenadanteobtenidoenla centrifugaciónanteriorseintrodujo en dichacolumnaaun flujo de

240 ml/h. Posteriormente,la columnaselavó tres vecescon el tampónde equilibrio hasta

conseguirque las fraccionesno tuvierancoloraciónni dieranabsorbanciassignificativas.Para

ello serecogieronfraccionesde 7,5 ml cadaunay scmidió la absorbanciaaX = 280nm. Lasdos

72 Rúa,M.; Diaz-Mouriflo,T.; Fernández,V.M.; Otero, C. y Ballesteros,A. (1993)Biochim.Biophys.Acta,1156,

18 1-189.
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isoformasde la lipasade Candidarugosa,LipasaA (L<3RA) y LipasaB (LCRB), quedaron

absorbidasen lacolumnadebidoa suhidrofobicidad.

Paraeluir la L<3RB (lipasamenoshidrofóbica),sedisminuyóla fuerzaiónica, con un

tampónNa2HPO4/NaH2PO41 mM (pH = 7,0).Se recogieronfraccionesde 7,5 ml conun flujo

de 240 mI/h y semidieronlas absorbanciasde éstasa280 nm. Serepresentaronlos valoresde

absorbanciaenfuncióndelnúmerode fraccionesobtenidasy seseleccionaronlasfraccionesque

serianintroducidasenla siguientecolumna,concentrándolaspreviamenteporultrafiltracióncon

unamembranaAMICON PM-30,quepermitepasaraquellasmoléculasquecuentanconunpeso

molecularmenora30 KDa.

Paraeluir laLCRA (lipasamáshidrofóbica),seutilizó tampónNa2HPO4/NaH,P040,25

M (pH = 7,0)a 1 mM, con50 %deetilénglicol. Se recogieronfraccionesde 7,5 ml aun flujo de

240 ml/h y semidieronlas absorbanciasa280 nm. Unavezrepresentadaslas absorbanciasen

funcióndelnúmerodefraccionesrecogidasseseleccionaronlasquesecargaríanen la siguiente

columna,concentrándolaspreviamenteporultrafiltracióncon unamembranaAMICON PM-30.

c) Cromatografíade exclusiónmolecularen columnadeSephadexG—25.

La separaciónde laLCRA del etilénglicolse llevó a cabomedianteunacromatografia

deexclusiónmolecularenunacolumnadeSephadexG-25(2,5x 37cm)equilibradacontampón

Na2HPO4/NaH2PO40,1 M(pH = 7,0)conteniendoNaCí 0,1 Maunflujo de70 ml/h y a4 O<3• Se

eluyó la muestracon el mismotampónde equilibrio a un flujo de 38 ml/h y las fracciones

recogidasfueronde 3,7ml. Entodasellassemidió laabsorbanciaa280nm.Dela representación

de los valoresdeabsorbanciaenfUncióndelnúmerodefraccionesrecogidasseseleccionaronlas

queseemplearíanconla siguientecolumna,concentrándolaspreviamenteporultrafiltracióncon
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membranaAMICON PM-30.

d) CromatografíadeexclusiónmolecularencolumnaSephacrylHR-IOO.

Lasdosisoformas,LCRA y LCRB,separadasy concentradasanteriormente,secargaron

porseparadoenunacolumnadeSephacrylHR-100(2,6cm x 1 m). Estacolumnaseequilibró

entampónNa2HPO4/NaH2PO40,1 M (pH = 7,0)conteniendoNa<3l 0,1 Maun flujo de 50 ml/h

y a40<3 Al pasarlamuestra,setrabajóenelmismotampónde equilibrio aun flujo de 20 ml/h.

Serecogieronfraccionesde 5 ml y semidió laabsorbanciaaA = 280nm. Despuésderepresentar

los valoresde absorbanciaenfunción delnúmerode fraccionesrecogidas,seseleccionaronlas

que ibana serconcentradasporultrafiltracióncon membranaAMICON PM-30. Cuandofue

necesariolasfraccionesenriquecidasencadaunadelas lipasassejuntaron,seconcentrarony se

recromatografiaronen las mismascondiciones.

Traslaseparacióny purificaciónde ambasisoenzimas,sedializaronconunamembrana

de diálisis que excluíamoléculasconunpesomolecularmenora 14 KDa,con la finalidadde

eliminar ionesdc la muestradebidosfundamentalmenteal tampóny en parteal NaCí. La

membranadediálisissesumergióenunvasodeprecipitadosquecontenía2 1 deaguabidestilada

a 4 “<3, con una agitaciónconstantede 700-800rpm durante24 h. El aguase cambió

periodicainentecadadoshorasdurantelas primeras6 h y unahoraantesde acabarel proceso.

Posteriormentecongelamosen acetona/nievecarbónicay liofilizamos las muestrasdurante48

h. El materialobtenidosepesóy seconservóa-20 0<3 parasuposteriorutilización.

Lacaracterizaciónde estasisoformasya habíasido realizadapormiembrosde nuestro
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grupo,’85de estamanerasabemosqueambasisoformaspresentanunaseriede característicasque

hay quetenerencuenta:’72

- los pesosmolecularessonsimilares:64 KDaparaLCRA y 62 KDaparaLCRB,

- el puntoisoeléctricoesdiferente:5,5 paraLCRA y 4,8-5,0paraLCRB,

- tienendiferenteporcentajede hidratosde carbononeutros:8 % en LCR.A y 3,6 % en

LCRB,

- presentanunadisposicióndiferentedelostriptófanosenlacadena.Estosresiduosestán

másexpuestosal medioenel casodela LCRB que enel de la L<3RA,’85

- ambasisoformaspresentandistintaactividadlipásicafrenteatrioleínayesterásicafrente

abutiratodep-nitro-fenilo,148dondetambiénsecomparalaactividadsintéticaenlapreparación

deloleatode heptilo,

- delamismamaneraladesactivacióntérmicafrenteal medioorgánicoesdiferentepara

cadaunade las isoformas.

“ Hemáiz,M.J., TesisDoctoral, (1996)UniversidadComplutensede Madrid.

¡72 Rúa, M.; Díaz-Mouriño, T.; Fernández,V.M.; Otero, C. y Ballesteros,A. (1993)Biochim.Biopbys.Acta,1156,
18 1-189.

¡48 Hernáiz,M.J.; Sánchez-Montero,J.M. y Sinisterra,J.V. (1996) Biotechnol.Tech.,10, 9 17-922.
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2.1.4. Lipasasobtenidasencondicionesdefermentacióncontroladas.LipasasUAB.

Dadoquela producciónde la lipasapuedemodularsepor lanaturalezadel inductor?3’o

por lascondicionesdel fermentador,232’233el equipodeinvestigacióndel Dr. FranciscoValerode

la UniversidadAutónomade Barcelonanosproporcionóunaseriedelipasasprocedentesde la

levadurade Candidarugosaobtenidasen diferentescondicionesde fermentación.El sistema

desarrolladopor el grupo del Dr. Valero permite monitorizar y controlar el procesode

fermentaciónparaobtenerunalipasareproducible234~ El protocolodeldiseñoconsistióenutilizar

el ácidooleicocomoúnicafuentedecarbonoobteniendocon ello unbiocatalizadorconunas

característicasdiferentesa las de lapreparacióncomercial.

El cultivo de la levadura Candidarugosa(ATCC 14830)sellevó acaboen reactores

feed-batchen los quesefueronsuministrandoemulsionesde ácidooléicocomoúnicafuentede

carbonoy endiferentescondicionesde fermentacióntal y comosemuestranen laTabla111.2; a

continuación,las enzimasobtenidassecaracterizaronde maneraanálogaala indicadaparalas

lipasasanteriores,

23’ Del Rio, J.L.; Serra, T.; Valero, F.; Puch, M. y Solá,cx (1993)BiotechnoLLett., 12, 835-838.

232 Montesinos,J.L.; Lafuente,J.; Gordillo, M.; Valero,F.; Solá, C.; Charbommier, 5. y Cheury. A. (1995)

Biotechnol?Bioeng.,48, 573-584.

233 López,5.; Valero, F. y SolA, C. (1996) AppL Bloc/mm.Biotechnot,59, 15-24.

234 Montesinos,i.L.; Compmajó, C.: Iza,J; Lafuente,J. y SolA, C. (1994)ProcessControl Quality, 5,237-244.
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Tabla 111.2. Condiciones de fermentacióny cultivo y valores de la actividad lipolítica extracelular y
rendimientoal final de la operación.

Parámetros UAB

Fermentador Braun Biostat-E

Volumen del cultivo (1) 5

C.A. 0,2

Agitación (rpm) 500

Flujo del aire (vvm) 0.1-1

Tratamiento Liofilización + lactosa

<KL. 40

d Rendimiento 47
CA.: Caudal de adición (g/h 1 bioreactor).
Tratamiento posterior a la operación.
AL.: Actividad lipolitica (U/mi), a’ f¡naJ de la operación.
Rendimiento: (U/ml g biomasa), al final de la operación.

UAB-300

BraunBiostat-UD

50

0,4

700

0.1-1

Precipitaciónenetanol

6,6

0,8

UAB-1000

Braun Hiostat-UD

50

0,4

500

0.1-1

Precipitaciónenetanol

8,8

0,9

A. Determinacióndela cantidaddeDroteina

.

Como en los casosanterioresse siguió para ello la técnicadescritapor Hartree,226

empleandola curvade calibradoque semuestraenlaFigura111.1.

II. Medidade la actividadbidrolítica

.

La determinaciónde estaactividadse realizó a travésde la hidrólisis de trioleina y

tributirinasegúnlametodologíay condicionesexperimentalesya descritas.

C. Medidade la actividadestersintetasa.Síntesisdeloleatodehentilo

.

Lacaracterizaciónde laactividadsintetasade laslipasassuministradasporel grupodel

Dr. Valero se llevó a cabo con la reacciónde esterificacióndel oleato de heptilo, cuya

226 Hartree,E.F. (1972)Anal?Biochem.,48, 422-427
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metodologíay condicionesexperimentalesya hansidodescritasanteriormente.Así mismo,se

realizóelmismoensayoaSO“<3parapoderdeterminarel efectodela temperaturaen laactividad

sintetasa.

D. DesactivaciónpordisolventeorgánicodeUAB

.

Lametodologíaparaesteensayoasícomo lascondicionesexperimentalescoincidencon

lo expuestoparalapreparacióncomercial(LCRC). Estehechosepusodemanifiestoaltratarcada

unade laspreparaciones,mantenidasduranteundeterminadoperíododetiempoenpresenciade

isooctanoa 30 0<3 y 500 rpm, comocatalizadoresde unareacciónformadaporácido (R,S)2(4-

isobutilfenil)propanoico66mM,n-propanol66mM,30 “<3 detemperaturay unaagitaciónde500

rpm. Semidió laconversiónalcanzadaalas 168h de iniciadala reacción.

E. Desactivacióntérmicaen medioorgánico

.

Con el fin de hacerunbalancecomparativocon respectoalapreparacióncomercial,se

realizó un ensayo de termoestabilidaden medio orgánico en las mismas condiciones y

metodologíadescritas.
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2.2. MODIFICACIÓN DE LAS LIPASAS DE PARTIDA CON DEXTRANOS.

Como secomentóen la Introduccióndeestamemoriaunade lasmetodologíasquese

utilizan paralamodificacióndeglicoproteinaseslauniónapolisacáridosdedistintanaturaleza

y pesomolecular.En estamemoriael trabajo realizadosepuededividir en los siguientes

apartados.

i) Formaciónde complejosno covalenteslipasa-dextrano.

u) Formacióndecomplejoscovalenteslipasa-dextrano.

En todos los casosse ha empleadocomoenzimade referenciala LCRS, ya que el

preparadocomercial(LCRC)tienetantasimpurezasqueno puedeconduciraresultadosfiables

e interpretables.

Una vez optimizadaslas condicionesde formación de los complejos de enzimas

modificadas,serealizaronlos ensayosconlas lipasasUAB.

2.2.1. Complejoenzima-dextranono covalente(LCRm).

Estetipo decomplejosseprepararonteniendopresenteel efectoactivador-estabilizador

de la lactosamonohidratadasobrela LCRC demostradapor Sánchez-Monteroy col.’89 y

Adlercreutz.235

Se prepararonuna serie de complejosno covalentesenzima-dextranocon diferente

proporciónde enzimay de dextranoy a su vez se emplearondextranosde diferentepeso

189 Sánchez-Montero,J.M.;Hammon,V.M.; Thomas,D. y Legoy, M.D. (1991)Bíochím.Biophys.Acta,1078,345.

235 Adlercreutz,P. (1993) Biochim. Biophys.Acta,1163,144-148.
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molecularparaasí poderestudiarel efecto de la presenciadel dextranoy la importanciadel

tamaño molecular del polímero en la estabilidady en la actividad catalítica del nuevo

biocatalizador. De esta manera los preparadostuvieron una determinadaproporción

enzima/dextranoparacadatipo depolímero,que fue la siguiente:

- con dextranosde pesomolecularde 6.000 Da, los preparadosutilizadostuvieronlas

proporcionesenzima/dextranode:40/10,40/20,40/30(p/p).

- condextranosde pesomolecularde 12.000Da, los complejostuvieronlas siguientes

proporciones:40/10,40/20y 40/30 (p/p).

- con dextranosde pesomolecularde 25.000Da, las proporcionesenzima/dextrano

empleadasfueron: 40/5,40/10y 40/20(p/p).

- con dextranosdepesomolecularde 50.000Da los complejosutilizadoscontaroncon

lassiguientesproporcionesde enzima/dextrano:40/5,40/10y 40/15 (p/p).

Como puedeapreciarse,al aumentarel pesomoleculardel dextrano,su proporción

relativaenpesodentrodelderivadosefuedisminuyendo,pueslos dextranosde pesomolecular

elevadopodíaneliminarel aguadelmicroentomode laenzimay provocarunadesactivaciónde

la misma.’32

El método experimentalconsistióen pesar40 mg de LCRS, que a continuaciónse

mezclaroncon unacantidaddiferentededextrano,deundeterminadopesomolecular,deacuerdo

con la relaciónenzima/dextranodeseada.Lamezclasediluyóen 10 ml deaguabidestiladay se

mantuvodurante30 aÚna4”<3 con agitaciónconstante(500rpm). Posteriormente,lamezclase

~ De Diego,1.; Lozano, P.;Ñiguez,M.J. e iborra,J,L. (1998) enStability& StabilizationofBiocatalysts,pág..

411-416.Eds:Ballesteros,A.; Plou,F.J.; Iborra,J.L. y Halling, P.J.ElsevierSc. Pull.
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congelóenacetona/nievecarbónicay seliofilizó durante24 h. Despuésdeestetiempo,lamuestra

fue recogiday almacenadaa-20 “<3 parasuposteriorutilizacion.

A. Determinaciónde la cantidaddeproteína

.

Paracomprobarsi el procesode uniónal azúcarprovocabaalgúnefectodistorsionante

sobreladeterminacióndeproteínasdelderivadoseanalizóconel métodoHartree226elporcentaje

de proteínasde los derivados,que conteníandiferentesproporcionesdedextranodediferente

pesomolecular.

13. Determinación del erado de modificación

.

Paradeterminarel gradodemodificacióndel preparadoenzimáticosesiguió el método

de laantronade <3legg,236basadoenquelamuestraesdigeridaconácidoperclórico,demanera

que los polisacáridosson hidrolizados a monosacáidos.Su concentraciónse determina

colorimétricamenteporel métodode laantronay seexpresael contenidodehidratosdecarbono

en gramosde glucosa.Como nosotrospartimos de una preparaciónformadapor enzima

semipurificadaen la quesehabíaeliminadopreviamentela lactosay otros contaminantespor

diálisis podemosafirmar que la cantidadde azucaresdeterminadospor estemétodoprocede

fundamentalmentedelpolímeromodificador.Estonospermitedeterminarlarelaciónrealenpeso

enzima/dextranoexistenteen el complejono covalente.

226 Hatee,E.F. (1972)AnaL Biochem.,48,422-427

236Clegg KM. (t956)1 ScL FoodAgrie.,7,40.
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El reactivodeantronasepreparaapartirde unadisoluciónal 0,1 % de antronaenácido

sulfúrico al 70 %, que previamenteha sido preparadoy enfriadoantesde usar.Es necesario

prepararestereactivofrescocadadfa.

La metodologíaconsistióenpesar50 mg delcomplejoenzima/dextranoquesellevaron

a unmatrazaforadode 100 ml con 15 ml deácidoperclóricoal 60 %manteniéndosela mezcla

en agitaciónconstante(500 rpm) durante24 h. Duranteestetiempo serompenlos enlaces

glicosídicos y la disolución va tomando una coloración pardaa medida que aumentala

concentraciónde glucosaenelmedio.Finalizadalareacciónseenrasaelmatrazhasta100ml con

aguabidestilada.Paraconfirmarquehahabidounahidrólisis total de polisacáridosetomauna

pequeñamuestray selahacereaccionarconyodo.La ausenciade coloraciónazulindicaqueno

hay polisacáridosen la mezcladespuésde la hidrólisis realizada.A continuaciónsehaceuna

dilución de la muestraal 10%paraprocederasuvaloracióncuantitativa.

Paralelamentesepreparóunasoluciónpatróndeglucosadiluida, a partirde 1 mg de

glucosaen 1 ml de aguabidestilada,de la cual sehicierondiferentesdilucionesparapoder

elaborarlacurvade calibrado.Posteriormentesepipeteé1 ml de lamuestraproblemay de cada

unade las disolucionesde lasoluciónpatrónde glucosa.Cadaunasellevó aun tubodeensayo,

sobrelaqueseañadieron5 ml delreactivode antronarecientementepreparado.Despuésdetapar

los tubos y mezclarlos reactivosperfectamente,secolocaronlos tubos en un bañode agua

hirviendoduranteexactamente12 mm. A continuación,seenfriaronrápidamentehastallegara

temperaturaambienteconayudadeunbañodehielo picado.Seobservóunacoloraciónverdeque

esestabledurantedoshorascomomínimo.Despuéssetransfirieronlas solucionesacubetasde

vidrio de 1 cm de pasoóptico y seleyeronlas absorbanciasde las muestrasy de los patronesa
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630nmfrentea los blancospreparadosconlos reactivosenun espectrofotómetrodebarridoUV-

Visible,modelo Shimadzu-2100.

Tabla111.3.Curvadecalibradodeglucosaparala determinacióndelgradodemodificaciónalcanzadaen
los complejosenzima/dextrano.

Tubos Concentración (mg/mí) Absorbancia (A = 630 nm)

1 0,024 0,202

2 0,036 0,298

3 0,048 0,399

4 0,06 0,475

5 0,072 0,563

6 0,083 0,651

7 0,095 0,769

De las absorbanciasde las solucionespatrón se obtuvo una rectade calibrado,de

ecuación:

A= 7,7658x [glucosa(mg/mí)] + 0,0158

n=7 r0,998

[31]

R2=0,997

PUSexp = 1 872~10~ («=~Qfl = 16,26

Como~i,SexpesmayorqueF,
5(« 0~)podemosdecirqueel significadodela ecuación[31]

esmayordel 99 %de certeza.

Conestacurvadecalibradosepudocalcularmidiendola absorbanciaa A 630nm la

cantidadde dextranopresenteenel complejoy asíel gradode modificaciónde la muestrade

partida.
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2.2.2. Modificación no covalentede UAB (UABni).

Dadoque las lz~asasUAB procedíande un crudo de fermentacióny por tanto eran

impuras,serecurrióa unprocesodesemipurificaciónanálogoal descritoparala preparación

comercial,LCRC, obteniéndoseunaenzimasemipurificadaa la que sedenominóporanalogía

UABS. El estudioserealizósolamentecon lalipasaUAB queresultóserla másactivasegúnse

indicó enla Seccióncorrespondiente.

Sedecidióquela relaciónentreel preparadoenzimático(UABS)y dextranoseria40/10,

comorepresentativadel estudiopreviamenterealizadosobrela influenciade los dextranos

modificadoresporunionesno covalentesaLCRS. Deestamanera,secomplementabael estudio

encuantoala influenciadel pesomoleculardeldextranoy el gradode hidratacióndel derivado

modificado.

El procesode semipurificaciónseguidofue el mismoqueel descritoparalapreparación

comercial’89a fin deobservarcomo influía el procesoen la capacidadsintéticadel preparado

obtenidoy ensus característicasde actividadenzimáticay enantioselectividad.La metodología

utilizadafue laantesdescritaparael casode lapreparacióncomercial.

2.2.3. Lipasade Candidarugosacomercial modificada covalentemente(LCRM).

Paralamodificaciónquímicade laslipasascondextranosesprecisolageneraciónprevia

de los gruposformilo quereaccionaránconlos grupose-NH
2de las lisinasde la superficiede la

proteína.Paraello, la metodologíaaseguirconsistióendisolver25 mg/mldedextranosde6 KDa

189 Sánchez-Montero,J.M.; l4ammon,V.M.; Thomas,fly Legoy,MD. (1991)Biochim.Biophys~Acta,1078,345.
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de pesomolecularen aguabidestilada,se mantuvieronen agitacióna 4 “<3 hastasu total

disolución y enfriamiento.Posteriormenteseañadióunacantidadde periodatode sodio que

duplicaseenpesoa la añadidacon los dextranosconel fin deasegurarunatotaloxidación de

estoscarbohidratosagitándoselamezcladurante2 h. A continuaciónlasoluciónsesometióauna

diálisis conunamembranade cortede 3 KDa durante8 h concambioscada2 h con el fin de

aseguramosla eliminacióndel periodatoqueno habíareaccionado.

Paradeterminarel gradode oxidaciónde los dextranosse preparóuna mezclaque

contenía1,5 ml deunasoluciónde bicarbonatode sódicosaturaday 1,5 ml de yoduropotásico

al 10%.A estasoluciónsele asignóunvalor deabsorbanciaceroalmedira unaX = 400 nm.A

continuacióna estamezcla se le añaden200 pl de una solución de NaIO4 de la misma

concentraciónquela empleadaaloxidarnuestradisoluciónde dextranos.A estanuevamezcla

seleasignaun valordeabsorbancia= 1 a X = 400nm. Finalmentesepreparóunadisoluciónigual

a laprimeraperoañadiendo200pl de ladisoluciónpreviaa la diálisis queconteníael NaJO4que

no habíareaccionado.Se leyóla absorbanciaaX 400nm y ello nosdio unaideadel gradode

oxidaciónalcanzadoen función del gasto de NaIO4. Como un mol dc glucosaal oxidarse

consume2 molesdeperyodato,sepuedendefinir los molesdedextranooxidados.

Paraprovocarla unión covalentea la enzima,sobre25 ml de la solucióndedextranos

oxidados se añadieron 100 mg de LCRS y la mezcla se diluyó en 25 ml de tampón

NaH2PO4/Na2HPO40,1 M, pH = 7.Todoello semantuvoagitandoduranteunahoraatemperatura

ambiente.Despuésseañadióunasolucióndc 25 ml de NaBH4 de concentración1 mg/ml en

tampónNaH2 P04/Na2HPO40,1 M, pH=7,parallevaracabolareducciónde lasbasesde Shiff.

Todo ello se mantuvoagitandoduranteuna horaa temperaturaambiente.Posterionnentela

soluciónfinal fue sometidaadiálisis durante24 h frentea aguabidestiladaconunamembrana
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decortede 3 KDa paraeliminarel NaBH4 queno habíareaccionado.Finalmentela disolución

obtenidafue congeladaen acetona!nievecarbónicay sometidaaliofilización durante24 h. Las

muestrasfueronalmacenadasen frío parasuposteriorutilización.

Conunametodologíaanálogaserealizóelmismoprocesodemodificacióncovalentepara

lapreparaciónUABS, obtenidatal y comosedescribióanteriormente.’
89Lametodologíaseguida

paraobtenerlaenzimamodificadaUABM sigueelmismoprocesoempleando100mgde UABS

frentea unacantidadde dextranosde 6 KDa depesomolecularde 25 mg/ml de concentración.

A. Determinaciónde la cantidaddeuroteinas

.

Para la cuantificacióndel porcentajede proteínaspresenteen las preparaciones

procedentesde lamodificacióncovalente(LCRM y UABM) seempleólamismametodología

queenlos casosanteriores.226

13. Determinaciónde la cantidaddepolisacarido unido covalentemente

.

Lacuantificaciónde la cantidadde polisacáridounidocovalentementeserealizóporel

métodode la antronade Clegg/36cuyametodologíayaha sido descrita.

C.Medida de la actividad estersintetasa.Síntesisdel oleatodeheotilo

.

Paradeterminarlaactividadsintéticade estosderivadosseutilizó como reaccióntestla

síntesisde oleato de heptilo. La metodologíay las condicionesexperimentalesya han sido

“9 Sánchez-Montero,J.M.;Hammon,V.M.; Thomas,D.yLegoy,M.D. (1991)Biochim.Biophys.Acta,1078,345.

226 Ivlartree,EF. (1972)Anal? Biochem.,48,422-427.

2~C(egg, KM. (1956).1 Scí.FoodAgric.,7,40.
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descritasy parael estudiocomparativosedeterminóel gradode conversiónen estera las 114b

de iniciarselareacción.

D. Desactivacióntérmicaenmedioorgánico

.

Se emplearonlas mismascondicionesexperimentalesy metodologíaqueen los otros

derivados.Con esteanálisis se podía observarcomo influía en la termaestabilidadde las

preparacionesenzimátícasla modificación covalente,informando tambiénde las posibles

diferenciasentreelderivadoprocedentedelaenzimacomercial(LCRM) y elprocedentedeUAB

(UABM).
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2.3. MÉTODOS DE DETERMINACIÓN DEL GRADO DE HIDRATACIÓN.

En la Introducciónde estaMemoriasecomentarondiversasmetodologíasdescritasenla

bibliografiaparadeterminarel gradode hidrataciónde lasenzimas.Dichasmetodologíaspueden

resumirseentres:

1. ResonanciaMagnéticaNuclearde protón del agua.Empleadaparadeterminarel

númerodemoléculasqueinteraccionanconlaproteínaendisolución.Estosdatosnosvanavaler

comoinformaciónde referencia.

2. ATG/ATD. Estastécnicassehanutilizado paradeterminarlacantidaddeaguaunida

a las enzimasen estado sólido y ver las diferenciasen su estadode hidratacióncuandose

encuentranen distintosgradosde pureza.

3. Isotermasde sorciónde agua.Estatécnicafacilita informaciónsobreel aguadel

microentomode las enzimasliofilizadas encondicionesde reacción.

2.3.1. RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DEL AGUA.

A. Principios teóricos.

LaRMN de ‘H esunatécnicaanalíticaqueactúaafrecuenciascomprendidasenla región

deradiofrecuencias.La señalobtenidaesproporcionalal númerode núcleosquelaproduceny

la técnicarequiereunafuentede radiofrecuenciay un campomagnético.

El análisisrealizadoseflindamentaen que la estructuraterciariadeunaproteínaestá

íntimamenteasociadaal aguapor interaccionesdc hidrógenocon las partescargadasde la
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proteína,lo cualcreaunasesferasde hidratacióncon diferentespropiedades.Por el contrario,

rodeandoa laszonashidrófobasde la proteínaseencuentranunamoléculasdeaguaquesólo

interaccionanentre sí. La metodologíaempleadapor nosotrostiene como objetivo poder

distinguirentrelos dostiposdeaguaunidosal microentomode la proteína.

B. Condicionesdeanálisis.

Los experimentosde resonanciamagnéticanuclear de ~ se realizaron en un

espectrómetroBRUKER modelo AM-360 utilizando tetrametilsilano(TMS) al 10 % en

cloroformocomoreferenciainternay fijandounatemperaturade 25”<3.

El análisisde RMN 1H abordólos siguientespuntos:

1) Estudiode la señaldeRMN ‘JI delaguaen los disolventesempleadoscomomedios

orgánicosenreaccionescatalizadasenzimáticamentea lo largodeestaMemoriay caracterizados

porsudiferentehidrofobicidadexpresadacomolog P.

2)Estudiodc laseñalRMN 1H del aguapresenteenun sistemabifásicoquereproducida

lascondicionesexperimentalesdelasreaccionesenmedioorgánicocatalizadasenzimáticamente

y realizadasa lo largode estaMemoria.

3) Estudiode la señalRMN ‘H delaguaenlasisoformaspuras,LCRA.y LCRB obtenidas

apartir de la preparacióncomercialsuministradaporlacasaSIGMA.

1. RMN ‘H del anuaendisolventesorgánicos

.

EsteexperimentoconsistióenanalizarlaseñalRMN ‘H dedisolventespurosempleados

comomediosorgánicosenreaccionescatalizadasenzimáticamentey quehabíansido diseñadas
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a lo largodeestaMemoria. Los disolventesempleadosfueronlos que semuestranen la Tabla

IV.15. El análisisserealizóenpresenciay ausenciade agua.

Tabla 111.4. Valores de log P paralos disolventesanalizados.237

Disolventes Iog P

Iseoctano 5,18

Ciciohexano 3,44

1,1,1 -tricloroetano 2,49

Eter diisopropilico 1,52

Isobutil metil cetona 1,31

Elprimerpasofueanalizarunamuestrade0,5mIdedisolventeorgánicoelegidosinagua

y asignarlas señalesRMN ‘H, determinandoel desplazamientoquímico(8) de cadaprotón.

Posteriormentey unavezquefueronidentificadaslasseñalesRMN ‘H de cadadisolvente

enestadopuroy enausenciadeagua,serealizólamismaexperienciaperoconlaadicióndeagua

alamuestra.Se tomóunamuestrade 0,5 ml de disolventea los queseleañadió0,5ml de agua

bidestilada,se agitó vigorosamentey se analizaronlas señalesRIvIN ‘H en las mismas

condicionesdc análisisquecuandosetrabajabaen ausenciade agua.Deestamanerasepudo

determinareldesplazamientoquímico(8) delprotóncorrespondienteal aguapresenteen cada

muestra.

2. RMN ‘H del aguaen un sistemabifásico

.

Este experimentoserealizócon el fin de reproducirlas condicionesexperimentales

empleadasen reaccionesenzimáticascatalizadasen medioorgánicoy a las que seañadíaagua

237 Hansch,C.; Leo, A. y Hoekman,D. (1995)Explor¡ngQSAR.Hydrophob¡c,EtectronicandStericConstants.

AmericanChemicalSociety,Washington,DC.
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al mediodereacción.Deestamanerasepodíarealizarun estudiodelaguapresenteenel medio

y suredistribuciónentrelas dos fasesexistentes;la faseacuosa,en la que estabapresenteel

biocatalizadory la faseorgánicacompuestaporel disolventeelegidocomomediode reacción.

La muestraproblemasepreparóapartir de 8 ml disolventeorgánico,1 ml deaguay 0,1

g de elpreparadocomercial(LCRC). Eldisolventede elecciónfue laisobutilmetil cetonadebido

a que la identificaciónde la señalRMN ‘H del aguahabíasido optimizaday tambiénpor el

interésque despertódadassus propiedadeshidrofilicas (log P = 1,31); de estamaneranos

ayudaríaaentendercómoesla redistribuciónquesufreel aguacuandoformapartede un medio

orgánicoenunareaccióncatalizadaenzimáticamentedondetantobiocatalizadorcomodisolvente

compitenporel agua.

Lamuestraproblemafue agitadaatemperaturaambientedurante10 mm a500 rpmy así

provocarla interaccióndelaguaconeldisolvente,aprovechandolas característicashidrófilasdel

mismo,y porotro lado facilitar la interaccióndel aguaconla estructuraproteicay conseguirun

sistema bifásico hidratado, salvando las limitaciones difrnsionales. Las condiciones

experimentalesdepreparacióndelamuestrahabíansido diseñadaspreviamentey nosaseguraron

un sistemaconun estadode hidrataciónsuficientecomoparallevara cabonuestroestudio.

Posteriormenteseprocedióal análisisdelsistemaestudiandoporseparadola faseacuosa

y la faseorgánica.

a) EstudiodeAUN‘H delaguapresenteen la fase orgánica

.

Setomaron0,5ml de la faseorgánica,formadafundamentalmenteporel disolventey por

partedelaguaqueestuvierapresenteenfunciónde lahidrofilia deldisolventey dela solubilidad

del aguaen éste.
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1,) Estudio de RUN ‘H del aguapresenteenla fase acuosa

.

Serealizóapartirde0,5 ml de la faseacuosa,queconteníafundamentalmentelaenzima

y elaguaque sehabíaañadidoal prepararlamuestra.

3. RMN ‘II del aguaunida a las isoformasDuras

.

Conel fin deaprovecharlas ventajasde estemétodoparaladeterminacióndelestadode

hidratación,serealizaronlos análisisdela señalRMN 1H del aguapresenteenla isoformaspuras

obtenidasapartir del métodode purificacióndescritoporRÚay col.’72

Paraello, seprepararonlas siguientesmuestras:

a) Mues¡’ra de LCRA. Formadapor 5 mg de LCRA y 50 ¡d de agua,con 20
1d de una

referenciade TMS enaguade concentración20 mg/ml.

b) Muestrade LCRB. Formadapor 5 mg de LCRB y 50 gí de agua,con 20 i1 de una

referenciade TMS enaguade concentración20 mg/ml.

c) Muestrapatrón Formadapor50 i’
t de agua,con20 pl de unareferenciade TMS en

aguade concentración20 mg/ml.

Los grandesespectrosde RMN ‘14 se realizaronen todos los casosempleando

microcapilaresde 50 pl introducidoseneltubo deRMN, dadalapocacantidaddeproteínapura

dela quesedisponía.

Lametodologíaseguidafuela mismaquelaempleadaparalasotrasmuestras.

i72 Rúa,M.; Díaz-Mourifio,T.; Fernández,V.M.; Otero,C. y Ballesteros,A. (1993)Biochim.Biophys.Acta,1156,

18 1-189.
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2.3.2. ANÁLISIS TÉRMICO DIFERENCIAL (ATD) Y ANÁLISIS

TERMOGRAVIMÉTRICO (ATG).

Comoseha indicadoalo largodeestaMemoria,el aguaunidaaunaenzimadesempeña

un papelmuy importanteenlaactividadbiocataliticaen medioorgánicoyaque esesencialpara

mantenerlaconformacióncatalíticamenteactivade laenzimaenmedio orgánico.

El interésque hadespenadoennuestrogrupode trabajoel conocimientodel estadode

hidratacióndela proteínay cómosedisponeel aguaalrededordelbiocatalizadornosha llevado

autilizardiferentestécnicasparahacerestadeterminación.

Unavezconocidoel estadodel aguay sudisponibilidadendisoluciónen lapreparación

comercialy en las isoformaspurasatravésde la técnicaRMN 114 (esdecir,enel macroentorno

delaproteína),el siguientepasofue estudiarlapreparaciónenzimáticaenestadosólidoy conocer

la distribucióndelasmoléculasdeaguaenlas zonasmáspróximasalaproteína(microentorno).

La preparacióncomercial suministradapor la casaSigmafue el punto de partidade

nuestroestudio;sin embargo,dadoqueestapreparacióncontieneimpurezasquepodíanalterar

el resultadofinal, seprocedióa realizaruna extensiónde esteestudioa otraspreparaciones

enzimáticascaracterizadasportenerdiferentesgradosde pureza,obtenidasatravésdel proceso

desemipurificaciónparala LCRSy atravésdelprocesodepurificaciónparalasisoformaspuras,

LCRA y LCRB, ambosprocesosyaexplicadosen la Parte experimental.

La técnicaempleadapara esteestudio fue el análisis térmico gravimétrico (ATO) y el

análisis térmico diferencial (ATD). Los principios en los que se basaestatécnicafueron

previamenteexpuestosenla Introducción.
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LascurvasdeATD y ATG seobtuvieronsimultáneamenteenun instrumentoSEIKO320.

Se pesaron1-10 mg dc muestra,que se calentéa una velocidadde 10 “<3/mm hastauna

temperaturafinal de250“C encorrientedenitrógenoaun flujo de 100ml/mm cona-AI,03como

referenciainerte.

1. Lipasa comercial de Candida rugosa.

Se partiódeunamuestrade 10,5695mg deLCRC, pesadaen tennobalanza.Seañadió

comoreferencia10,74 mg de alúmina.La muestrafue colocadaenunacapsulillade platino

destapadasobrela quesehahechopasarunacorrientede nitrógenoaun flujo de 100mí/mm.La

muestrasesometióaunarampade temperaturaconsistenteencalentardesde23 oc a 250“C a

unavelocidadde 10 “<3/mm y posteriormentefue enfriadadesde250 “C a23 “C aunavelocidad

de 10 “<3/mm, parapoderobservaruna posiblerehidrataciónde la muestraal disminuir la

temperatura.

2. Lactosa monohidratada.

Se pesaron23,7957 mg de lactosamonohidratadacomercial,procedentede la casa

MERCKparaestudiarel comportamientodeestehidratode carbonopresenteenlapreparación

comercialdeLCRCproporcionadaporSIGMA. La referenciautilizadaenestecasofueron11,85

mg dealúmina.Lamuestrafue depositadaencapsulillasde platino sobrelas quesehizo pasar

unacorrientede 100 mí/mm de nitrógeno.El calentamientoejercidosobrelamuestrafue auna

velocidadconstantede 10 “<3/mm desde24”<3 a250”<3.
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3. Lipasa de Candidarugosasemipurificada.

Paraestapreparaciónsepesaron3,7814mg junto con unareferenciade 10,47 mg de

alúmina.La muestrafue depositadaen capsulillasde platinodestapadassobrelasquesehizo

pasaruna corrientede nitrógenode 100 mí/mm. El programade temperaturaen estecaso

consistióenun calentamientodesde23 “Ca 325 “<3 conunavelocidadde 10 “<3/mm.

4. Lipasa A de Candidarugosa.

Sepesaron1,0536mg dela isoformaA de la lipasade Candidarugosa. En estecasose

observóque enla termobalanzael pesopennanecíaestable.Se añadieron10,73 mgdealúmina

comoreferencia.Lamuestrasedepositéencapsulillasdeplatinodestapadassobrelaquesepasó

una corriente de nitrógenode 100 mí/mm. El programade temperaturaconsistió en un

calentamientodesde22”<3 a 325 “<3con unavelocidadde 10 “<3/mm.

5. LipasaB de Candidarugosa.

Se partió de 1,0444mg de la isoforma13 de la lipasade Candida rugosaa los que se

añadieron10,73 mg deunareferenciade alúmina.La muestrasecolocóen unacapsulillade

platino destapadasobrela que sepasóunacorrientede nitrógenode 100 mí/mm y unprograma

de temperaturaconsistenteenun calentamientodesde22 oc a325 “Ca unavelocidadde 10

“<3/mm.

6. Lipasa UAB.

Sepesaron9,812 mg dela lipasaUAB junto conunareferenciade 11,66mgde alúmina.

La muestrase depositéen cápsulasde platino destapadas,sobrelas que sehizo pasaruna
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corrientedenitrógenode 100mí/mm.El programade temperaturaconsistióenun calentamiento

desde20”<3 a278 0<3 aunavelocidadde 10 “<3/mm.

7. Dextranos de diferentepesomolecular.

Parael análisisde los azúcaresempleadoscomomodificadoressepartióde unamuestra

de 10,0855mg de 10 KDa depesomoleculara la queseañadió10,74 mg dealúminacomo

referencia.La muestrafue colocadaen unacapsulillade platino destapadasobrela quesepasó

unacorrientede nitrógenoa un flujo de 100 mí/mm.La rampade temperaturaconsistióen un

calentamientode 23 “Ca250 “C aunavelocidadde 10“<3/mm paraposteriormenteenfriardesde

250”<3 a23 “C aunavelocidadde 10 “<3/mm.

Parael casode lamuestrade dextranosde 50 KDadepesomolecularsepesaron7,2516

mg y 10,74mg de alúminacomoreferencia.La muestrasesometióa lasmismascondiciones

experimentalesexpuestasanteriormente.
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2.3.3. ISOTERMAS DE SORCIÓN DE AGUA.

Estatécnicanospermiteconocerel efectodehidratacióndeunamuestraproporcionando

informaciónexhaustivadel sistemaen cuantoa sucontenidoenagua.

Esquema111.2. Captadorelectrónicode humedadempleadoparamedir laactividaddeagua.

Las isotermasde sorciónsehanrealizadoenun captorelectrónicodehumedadmodelo

EBRO (ANAME), equipadoconunfiltro especialparadisolventesorgánicosy quepermiteuna

lecturasimultáneade laactividadde aguay la temperatura,lacualsefijó a25 t 0,5 0<3 entodos

los casosmediantela termostatizaciónde la célula de medida, a través de un baño con

recirculacióndeagua(Esquema111.2).

Previamentea la medidaexperimentalde las isotermasde sorciónha sido necesariola

calibración del sensorhigroscópicoy paraello sehan empleadolas disolucionespatrónde

actividadde aguaconocidaproporcionadaspor la casaANAME y salespatrónde la casa

NOVASINA. Las disolucionesestabancompuestasdeNaCíal 10 %de humedadrelativay NaCí

al 95 %dehumedadrelativa.Lassalesutilizadasfueronsal-11 de humedadrelativa11,3 %y sal-

155



Parteexperimental?

98 dehumedadrelativa98 %y ademássehanutilizadosolucionesdesalesdea~conocida(Tabla

111.5).

Tabla111.5. Valoresdea,,~ para25”C ensolucionessalinasquecontienen500~t1deagua.238

Sales

LiCI ~H
2O

KC2H302~51-12O

MgCI2 ~6H2O

K2CO,, 2H20

Mg(N03)261120

NaCí

KCI

BaCI2 2H20

K2SO,

H20

% Humedad relativa

11,3

23,1

33

43,1

54,3

75,4

85,1

90,7

94,6

00

g de sal/500 gí de agua

0,7

1,5

1,2

0,75

0,8

0,5

0,5

0,7

0,6

1. Secadodel biocatalizador sólido

.

Parallevaracabolapreparaciónde lamuestrasehapesadounacantidaddeterminadadc

biocatalizadorsólido que seha introducidoen un desecadoren cuyo interior sepusoP4010

anhidro.Dicho desecadorseconectóa unatrompa de vacíodurantedoshorasatemperatura

ambientehastaconseguirun exhaustivosecadode la muestrasólida.

Paraverificar ladesecaciónde la muestrasedeterminóel valor de a.,~ en el detectorde

actividaddeaguay seconsideróqueéstaestabasecacuandoel valorde a~obtenidooscilaba

entreel rangode valores0,005y 0,009.

238 AnalyticalCheinistry(¡986)58,(7) ¡562.
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2. Secadode los disolventes

.

La dificultad paradesecarlos disolventesorgánicosdependeentreotros factoresdc su

hidrofilia, quevieneexpresadaen funcióndel logaritmodelcoeficientedepartición(Iog P). De

estamanera,un valordelog Pbajo indicaunamayorhidrofilia y portantoeldisolventepresenta

mayordificultada lahorade secarlo.

Parael isooctanoel secadosellevó a cabopartiendode cantidadesde muestrade

aproximadamente5 ml de disolvente,queseintrodujeronenun desecadorqueconteníaen su

interior 10 g de pentóxidode fósforoanhidro(P40,0).La experienciaserealizóa temperatura

ambienteduranteaproximadamente100 h. Paraasegurarunadesecaciónmáseficazse realizó

unvacío intermitenteconectandoel desecadoraunatrompade vacío.

El desecadodelciclohexanoserealizóa partirdeun litro de disolvente,quesesometió

areflujo con sodio durante30 mm. El disolventesedestilóy serecogióen un recipientelimpio

y biensecoqueconteníatamizmolecularde 4 A previamenteactivado.

El procedimientoaseguirparaladesecacióndel 1,1,1-tricloroetano, éterdiisopropílico

y laisobutil-metil-cetonaconsistióentomarpequeñosvolúmenesdeestosdisolventesy llevarlos

a un recipientelimpio y biensecoen cuyo interior sehabíacolocadotamizmolecularde 4 A

previamenteactivado.Deesterecipientesefueronsacandolasmuestrasnecesariasparallevara

cabolasexperienciasarealizarconcadauno de estosdisolventes.
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2.3.3.1. Isoterma de adsorción de agua para la preparación enzimática

liofilizada en aire.

Sepesóunacantidaddeterminadadepreparaciónenzimáticaquepreviamentehabíasido

desecadasegúnel procedimientodescritoanteriormentehastaobtenerun valor de a.~ = 0,005-

0,009, el cual consideramoscomo indicador de que la muestraestabatotalmenteseca.

Posteriormenteseintrodujo enla célulade medida.

A continuaciónsefueronañadiendocantidadescrecientesde aguaa lacélulademedida.

Despuésdecadaunadelasadicionesy trasesperarel tiemponecesarioparaalcanzarel equilibrio

termodinámico,seprocedióa lalecturadea~porcadanuevovolumendeaguaqueseadicionaba.

La isotermasedió porfinalizadacuandoel valorde a~seaproximabaa valorescomprendidos

entre0,9 y 1. Lo cualindicabaquelamuestrade lipasaestabasaturadadeagua.

La curvade la isotermade adsorciónde aguaen aire se ha obtenidorepresentandola

variacióndel valor de a~respectoa la cantidadde aguaañadidapor mg de muestra.

2.3.3.2. Isotermadeabsorcióndeaguade los disolventes.

Parala realizaciónde las isotermasde absorciónenairede los disolventesconsiderados

seha seguidounametodologíamuysimilar entodoslos casosestudiados.

Separtió de 1 ml de disolventesecadoenlacélulademedidadelcaptorde actividadde

agua,previamentetermostatizadaa25 ±0,5 O<3~ El valorde a~obtenidoseconsiderócomovalor

inicial y sefueronañadiendocantidadescrecientesde agua.Despuésde cadaadición seespero

el tiempoconvenientehastaalcanzarel valordeequilibrio.Paraevitar laspérdidasdedisolvente
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y aguaal abrir la célula,lo cualdistorsionaríala medida,se repusodespuésde cadamedidael

total de disolventey elcontenidoenaguacorrespondienteaesamedida.

Lacurvade la isotermade absorciónde aguadel disolventeorgánicoestudiadoencada

caso,seha obtenidorepresentandolavariacióndelvalorde a~respectoalosgí deaguaañadida

porml de disolvente.

Los disolventesempleadosy su log P semuestranen laTabla111.4.

2.3.3.3. Isotermadesorciónde aguaparala mezcladela lipasay disolvente

orgánico.

Paraestudiarel comportamientodel biocatalizadorcuandoseencontrabaen el senode

un disolventeorgánicose ha realizadola isotermade la mezclafonnadapor una cantidad

determinadade preparaciónenzimáticapreviamentesecadacomose indicó enel apartadoa) de

estaseccióny sobrela muestrasehaañadido1 ml de disolventepreviamentesecadosegúnse

indicó en el apartadob), cantidadsuficienteparasaturarlaproteínaenunmedioorgánico.

A continuaciónseprocedióa la realizaciónde la isotermade sorcióntomandocomo

primervalorel obtenidoal introducirlamuestradebiocatalizadorsaturadoendisolventeorgánico

y apartirdeahísefueronañadiendocantidadescrecientesde agua.Finalmenteseprocedióala

representacióndel valor de a~ en funciónde los pl deaguaañadidosal sistema.
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2.4. REACCIONES

2.4.1. Resoluciónde la mezclaracémicade ácidos (R,S)2-aril propanoicos.

2.4.1.1. Esterificación de ácidos (R,S) 2-aril propanoicos en condiciones

controladas de a~.

Comolaenzimarequiereundeterminadocontenidoenmoléculasdeagua,suficientespara

formarlamonocapaquele permitetenerunaconfiguracióncataliticamenteactivasehaestudiado

directamentesobre una reacción de síntesis la influencia de la ~ del biocatalizador,

preequilibrándoloalprincipiode la reacción.Paraello sehanempleadodisolventesdediferente

hidrofobicidadcomomedioorgánicoparaque tuvieralugarel cursode la reacción,empleando

ademásunaseriedesustratosconestructuraracémicaparapoderanalizarigualmentela influencia

de la a~ de preequilibriono sólo sobrela actividadcatalíticadel preparadoenzimáticosino

tambiénsobrela enantioselectividaddel mismo.

Los disolventesempleadosparallevar acabola reacciónde síntesisfueron: isooctano,

ciclohexano,1,1,1-tricloroetano,éterdiisopropílicoe isobutilmetil cetona.Lasdiferenciasentre

ellosradicanfundamentalmenteenel log P(verTabla111.4),solubilidaddelaguaeneldisolvente

y laconstantedieléctricadelmismo.

Puestoquela reacciónde esterificaciónseve afectadapor lacantidadde aguapresente

enel medio,serealizódichareacciónadiferentesvaloresde¾.conlo queseasegurabaencada

casoestudiadouncontrolde a.~sobreel proceso.
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El contenidoenaguasefijó mediantelaequilibracióndelcatalizadoradiferentesvalores

de a~conocida;y enel casodeldisolvente,seañadiólacantidadde aguanecesariaparallegaral

valor prefijado.Ello nospennitiráafirmar que el valorde ¾de la mezclaesmuy próximo al

valor de¾de partida.

Los sustratosempleadosfueron(R,S)2-(4.isobutilfenil)propanoico,ácido (R,S)2-fenil

propanoicoy ácido(R,S)2-(6-metoxi-2-nafil)propanoico,seleccionadospordoscriterios:

í) diferentehidrofobicidad(ver Tabla111.6)

u)diferentegeometría.Enelcasodel (R,S)2-(6-metoxi-2-naftil)propanoicoaparecendos

anillos fusionados;mientrasque la diferenciaen el ácido 2-fenil propanoicoy el (R,S) 2-

(4.isobutilfenil)propanoicovienemarcadaporel impedimentoestéricoprovocadoporla cadena

de isobutilo colocadaen laposición<34 del anillo aromático.

Tabla111.6. Valoresdehidrofobicidad(it) delos sustratosempleados.237

Sustrato It

Acido 2-fenil propanoico 1,18

(11,5) 2-(6-metoxi-2-naftul)propanoico 3,08

(R,S)2-(4.isobutilfenil)propanoico 4,29

a calculadosteóricamentede lasconstantesfragmentarias,f,.

a) Condicionesde reacción.

La reacciónseha llevado a caboenun reactorsumergidoen un bañoa 30 0<3 y con

agitaciónconstantede 500 rpm. Lamezclaestabaformadaporel ácido(R,.S32-aril-propanoico

correspondientea una concentración66mM, y 1 -propanolen concentración66mM, ambos

disueltosen un volumenfinal de 10 ml enel disolventeorgánicocorrespondiente.Seañadieron

200 mg de la lipasacomercialde Candidarugosa(LCRC). Seha consideradocomo tiempo

237 Hansch,C.; Leo, A. y Hoekman,D. (1995)ExploringQSAR.Hydrophobic,EleetronieandStericConstants.

AmericanChemicalSociety,Washington,DC.
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inicial el momentodc añadirel biocatalizadora la mezclade reacciónpreviamenteequilibrada

aunadeterminada¾•A continuaciónsehantomadoalicuotasdc 100 l a tiempo inicial, 8, 48

y 100 horas.La reacciónsedetuvoalas 100 horasporcongelacióndc lamuestra.

Lascondicionesdehidrataciónparadisolventey proteínaseresumenacontinuaciónpara

cadauno de los disolventesconsideradosadiferentes~

1) Reacciónde esterificaciónenisooctano(Tabla111.7).

Tabla lllfl. Condiciones dc hidrataciónparaisooctanoy LCRC.

LCRC

o desecadacon P40,0

0,3 equilibradaconMgC126H2O

0,5 equilibradacon Mg(NO2)3~6H2O

0,7 equilibrada conNaCl~H2O

1 nativa
a El disolvente empleadoeraanhidro.

Disolvente (mí)

j~a

9,5

9,2

9

8

Agua(mí)

0,5

0,8

1

2

2) Reaccióndeesterificaciónenciclohexano(Tabla111.8).

Tabla111.8. Condicionesdehidrataciónparaciclohexanoy LCRC.

LCRC Disolvente (mi) Agua (mí)

o dcsccadaconP4O~0 10’ -

0,4 nativa -

0,7 equilibradacon NaCEH2O 9,5 0,5

1 nativa 8 2

El disolventeempleadofueanhidro.
El disolventefuedc purezaanalítica.
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3) Reaccióndeesterificaciónen 1,1,1-tricloroetano(Tabla111.9).

Tabla 111.9.Condicionesdehidrataciónde 1,1,1-tricloroetanoy LCRC.

a,, LCRC Disolvente (mí) Agua (mí)

O desecadaconP4O,0 10~

0,3 equilibrada con MgCI26H2O ¡O

0,5 equilibradaconMg(N02»6H20 1. 0,025

0,7 equilibradaconNaCIH20 10 b 0,05

1 nativa 8 2
Fi disolventeempicadofije anhidro.
El disolvente fue de pureza analítica.

4) Reacciónde esterificaciónen éterdiisopropílico(Tabla111.10).

Tabla 111.10. Condiciones de hidratación del éter diisopropílico y LCRC.

a,, LCRC Disolvente (mí) Agua (mí)

O desecadacon P4O~0

0,3 equilibradacon MgCI26H20 10” 0,05

0,5 equilibrada con Mg(N02)361-120 9,9 0,1

0,7 equilibrada con NaCl~H2O 9,6 0,4

1 nativa 8 2
El disolventeempleadofueanhidro.
El disolvente fue de pureza analítica.

5) Reacciónde esterificaciónen isobutil metil cetona(Tabla111.11).

Tabla111.11. Condicionesdehidratacióndeisobutil metil cetonay LCRC.

a,, LCRC Disolvente (mi) Agua (mí)

o desecadaconP4O,0 10

0,3 equilibradacon MgCI26H20 9,9 0,1

0,5 equilibrada con Mg(N02),6H20 9,7 0,3

0,7 equilibradaconNaC1H2O 9,2 0,8

1 nativa 8 2
a El disolvente empleado fue anhidro.
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b) Análisis de las muestras.

Sehantomado alícuotasde 100 ¡il atiempoinicial, 8,48y 100 horasque sellevarona

1,4 ml del correspondientedisolvente.

El seguimientode lareacciónenzimáticaserealizómedianteel análisisde los productos

empleandola técnicade la cromatografiadc gases,paralo cualseempleóun cromatógrafode

gasesmodeloSI-IIMADZU GC-14A equipadoconun detectordeionizaciónde llama(FID), un

inyectorconsplit(1:2)y unacolumnaSPB-1 SULFUR15 mx 0,32mm(SupelcoInc. Bellafonte,

PA, EE.UU.).La temperaturadcl inyectorfuede 300”<3 y latemperaturadeldetectorfuede 350

“<3. La fasemóvil empleadafue unacorrientede nitrógeno.Las condicionesespecíficasdel

análisisestándescritasenlaTabla111.12.

Tabla111.12. Condicionesdeanálisisparalosácidos2-aril propanoicosencromatografíadegases.

tR (ester

)

5 mm

12 mm

6 mm

12 mm

• r col “f (mí/mm) c t~ (ácido)

18093 ¡2 4min

1700C 30 lOmin

180%? 3 Smin

165%? 30 lOmin

Ácido

(11,5) 2-(4-isobutilfenil)propanoico

(RS)2-(6-metoxi-2-naftil)propanoico

(R,S)2-fenil propanoico

(RS)2-(3‘-benzoilfenil) propanoico

Temperaturade la columna.
Flujo dc la fasemóvil.
Tiempoderetencióndel ácido.
Tiempoderetencióndel ester.

A partirde los datossuministradosporel cromatograma,laconversiónenestersepodía

calculara travésdel métododirectoo de normalizacióndel las áreas.Sólopuedeserutilizado

cuandolos componentesde la muestraseeluyenen la misma columnay cuandoel detector

presentaigual sensibilidadparatodos ellos, dandounarespuestalineal y reproducible.Estas

condicionesse cumplencuando se trata de serieshomólogasde solutos de alto punto de

ebullición, siendoestenuestrocaso. Enestemétodoseconsideraque la sumade las áreasde
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todoslos picoscorrespondeal 100% delos solutosseparadosy, portanto,el áreadecadasoluto

seráel porcentajeen pesodel mismoen la muestra.Ennuestrocasosehautilizado siempreun

detectorFID que hadadoel mismo factorde respuestaen todoslos casosestudiados.

Unavez que las reaccioneshabíanllegado al tiempo final, el procedimientoparala

determinacióndel excesoenantioméricoha consistidoen filtrar la enzimay en evaporar

posteriormenteel disolventeenun rotavapor.El residuoobtenidosediluyó en25 ml de aguay

posteriormentela soluciónseacidificócon H2504concentrado.El estery el ácidoseextrajeron

conéterdietílico (3 x 25 mi). Seseparóla faseorgánicay conella sehizo unanuevaextracción

conNaOH 0,1 N (3 x 25 mí). La faseacuosaobtenidaseacidificó con HCl y serealizóotra

extracciónconéterdietílico (3 x 25 mí). La faseorgánicaasíobtenidaseevaporódenuevocon

el rotavapory el residuoobtenidosedisolvióen 1 ml deii-hexano.

Tabla 111.13. Condicionesdeanálisisparalos ácidos2-aril propanoicosenHPLC.

Ácido ‘Fase bf tR(R)
4t(~

(R,S)2-(4.isobutilfenil) n-hexano/2-propanol/ác.trifluoroacético
propanoico (1000/10/0,1)

1 20 mm 22mm

(R,S)2-(6-metoxi-2-naftil) n-hexano/2-propanol/ác.acético
propanoico (97/3/1)

0,4 45 niin 50 mm

Ac. 2-fenil propanoico n-hexano/2-propanol/ác.acético
(98/2/1)

0,8 20 mm 23 mm

Fasemóvil empleada(y/y/y).
Flujo de la fasemóvil (mí/mm).
Tiempoderetencióndel enantiómero(11) del ácidoremanente.
Tiempo deretencióndel enantiómero(5) del ácidoremanente.

Para la determinacióndel excesoenantioméricodel ácido remanentese empleó la

cromatografialíquidade altaresolución,siendoésteun métodocromatográficodirectodondelos

dosenantiómerosdel ácidoremanentequeno sehaesterificadosonseparadosporunacolumna

quiral CHIRACEL OD (Daicel Chemicalmd., Japón),cuya fase estacionariasupramolecular
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derivadc la celulosay el valorde la X empleadaenladetecciónUV fue de254 nrn,atemperatura

ambiente.Las condicionesparacadauno de los sustratosempleadosfiguranen laTabla111.13.

2.4.1.2. Esterificacióndelosácidos(R,S)2-arilpropanoicosempleandolipasas

de Candidarugosade distinto origen como biocatalizadores.

Las reaccionessellevaron a cabocon las lipasassuministradasporel grupo del Dr.

FranciscoValerodela UniversidadAutónomade Barcelona,lipasas UAB: UAB, UAB-1000 y

UAB-300, cuyascaracterísticassecomentaronanteriormente(Sección1.2).

El objetivo de esteexperimentoconsistióen caracterizarestosbiocatalizadoresen una

reacciónde esterificaciónde ácidos (R,S) 2-amI propanoicosen medio orgánicoy en las

condicionesestándarestudiadas.Los sustratosempleadosparaesteensayosecaracterizaronpor

tenerdiferentepolaridady distintageometría,tal y comosemuestraen la Tabla111.14; deesta

maneranos permitía conocerel centro activo de la enzimaen función de la actividad y

enantioselectividadquepresentasecadapreparacióncuandoestabaen contactoconcadaunode

ellos,éstosfueron: el ácido(R,S)2-(4-isobutilfenil)propanoico,el ácido(8) 2-fenilpropanoico,

el ácido (R)-2-(3’-benzoilfenil) propanoicoy el ácido (S)-2-(3-benzoilfenil)propanoico.El

disolventeempleadoen todoslos casosfueel isooctanocuyahidrofobicidadlehacíaidóneopara

reaccionescatalizadasporla lipasade Candidarugosa.

Comopodemoscomprobarlos sustratosvariabanenlipofilia y enel sustituyentepresente

en la posición<32 del ácidopropanoico,siendoel (J?,S)2-(3’-benzoilfenil)propanoicoel más

impedidoestéricamente.
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Las condicionesexperimentalesconsistieronen:ácido (R,S)2-ahípropanoico66mM, n-

propanol66mM, 10 ml de isooctano,agitaciónde 500 rpm y 30”<3; estareacciónse realizó

tambiéncon LCR<3 paracompararlaactividadestersintetasadeestaspreparaciones.

Tabla111.14. Valoresdepolaridaddelos sustratosempleados.

Sustrato Polaridad(ir)

Acido 2-fenil propanoico 1,18

(R,S)2-(3‘-benzoilfenil) propanoico 2,94

(11,5)2-(4.isobutilfenil)propanoico 4,29
Calculadasteóricamentea partirde lasconstantesfragmentarias,

COOH COOH
COOH

(R,S)2-fenil propanoico (R,S)2-(4-isobutil)fenil propanoico (R,S)2-(3’-benzoilfenil) propano

Porotro lado, paraprofundizaren la influenciaque ejerceel aguasobrelas enzimas

liofilizadas,sellevaronacaboexperimentosde esterificaciónde los isómerospurosdel(R)y (8)

243‘-benzoilfenil) propanoico.De estamaneraeliminábamosla competiciónde sustratosy

permitíadisponerde un métodosencilloparacalcularla relaciónde velocidades.

Paraanalizarla influenciadelaguaal medioseemplearonlas condicionesdenominadas:

i) sin agua: medioformadopor10 ml de isooctanoseco,

237 Hansch,C.; Leo, A. y Hoekman,0. (1995)ExploringQSAR.Hydrophobic,ElectronieandStericConstanís.

AmericanChemicalSociety,Washington,DC.

167



Parteexperimental?

u) con agua: medio formadopor 8 ml de isooctanoseco y 2 ml de agua(cantidad

correspondientea 200 pi de agua/mlde disolvente).Estasúltimascondicionesnosaseguraban

trabajara¾próximo a 1.

A lo largode la reacciónsehantomadomuestrasde 100 pi, quesehandiluido hasta1,5

ml de isooctano.El análisisde las conversionesobtenidasserealizóporcromatografiade gases.

Lascondicionesespecíficasdel análisisestándescritasenla Tabla111.12.

2.4.1.3. Esterificación del ácido (S)2-(3’-benzoil)-fenil propanoico catalizada

por LCRC empleandocosolventescomo miméticosdel agua.

En una reacción de esterificaciónseproduce aguaen mayor o menor medida y por tanto

seproduceun desplazamientodel equilibrio. Paraevitaresteefectonegativo,sepropusouna

nuevaestrategiaque consistióenel empleode pequeñascantidadesde disolventespolaresque

mimetizanlaaccióndelagua.

ParaestudiaresteaspectoconlaLCRC sellevaronacaboreaccionesde esterificacióndel

(R)o (8) 2-(3 ‘-benzoilfenil)propanoicoconn-propanolempleando200mgdeenzimay distintos

disolventes.Las condicionesde reacciónempleadasfueron: una concentraciónde (S) 2-(3

benzoilfenil)propanoico66mM disueltacon n-propanolen cantidadesequimolecularesen un

volumenfinal de 10 ml de disolventeorgánico.La reacciónfue catalizadaporLCR<3,20 mg de

preparadoenzimático/míde disolvente.Se trabajóaunaT = 30 “<3 y conunaagitaciónde 500

rpm. Seemplearondiferentescantidadesde alcoholes.

Para el análisis de las muestrassehantomado alícuotasde 100~ila diferentestiemposa

lo largode la reacciónquesellevaronhasta1,5 ml con isooctanoy acontinuaciónseanalizaron.
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El análisis seha realizadoenun cromatógrafode gasesmodelo SHIMADZU GC-14A cuyas

característicasya hansido descritas;las condicionesde análisisespecíficasparael (R,8)2-(3

benzoilfenil)propanoicofueronexpuestasen laTabla111.12.

2.4.1.4. Esterificacióndel ácido(R,S)2-<4-isobutilfenil) prupanoicoempleando

biocatalizadoresmodificados con dextranos.

Comosecomentóenla IntroduccióndeestaMemoria,la presenciadepolisacáridosunidos

a la enzimaliofilizada aumentala estabilidadde la enzima.Así mismo, dadasu naturaleza

polihidroxílicatambiénsoncandidatosparaactuarcomomimetizadoresdel agua.Esporello por

lo que seprepararondiversoscomplejosdextrano/lipasa.

A travésde la reaccióndeesterificacióndel (R,8) 2-(4.isobutilfenil)propanoicoseha

podidohacerun seguimientomásexhaustivode la influenciaque ejercenestosmodificadores

sobreel balancehidrofóbico/hidrofilicode la superficiede laproteínay portantoen laactividad

catalíticade lamisma.

Lascondicionesdereacciónempleadasfueron:(R,8)2-(4.isobutilfenil)propanoico66mM

con n-propanol66 mM en 10 ml de disolvente.SeempleóunaT a de 30 “<3 a una velocidadde

agitaciónde 500rpmy seemplearondiferentescantidadesde agua.Estamismareacciónsellevó

a cabocon la preparaciónUAB enuna proporciónenzima/dextranode 40/10 empleandolos

dextranosde diferentepesomolecular.
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A lo largode lareacciónsefuerontomandomuestrasde 100 .d quesediluyeronhasta1,5

ml de disolventeorgánicoparasuposterioranálisis. La conversiónobtenidasedeterminópor

cromatografiade gases.Las condicionesfueronlas expuestasen laTabla111.12.

Los datosde excesosenantioméricossedetectaronporHPLCtal y comoaparecedescrito

en laTabla111.13dcl Apartado1.

2.4.2. Transesterificaciónde alcoholesterpénicosvía síntesisenzimaltica.

La reacciónde transesterificaciónseha realizadocon terpenosde diferentenaturaleza

estructural(Esquema111.3):

Esquema 111.3. Estructuradelos terpenosempleados.

ISOMENTOL

GERANIOL

OH
NEOMENTOL

NEROL

- monoterpenosacíclicos:nerol, geraniol,

- monoterpenosmonocíclicos:mentol,isomentoly neomentol,

MENTOL

FARNESOL

u
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- sesquiterpenosacíclicos:farnesol.

Se procedió a la síntesis de esteresde terpenosa través de una reacción de

transesterificacióncatalizadaporcadaunade laspreparacionesenzimáticaspuestasa puntoen

estaMemoria.

Seescogióel acetatode vinilo comomejoragenteacilante239ya queel alcoholvinílico

liberado, tautomerizaa acetaldehido.En todos los casosse utilizaron concentraciones

equimolecularesde reactivos.240

La reacción de transesterificaciónse realizó en reactores en los que se utilizan

concentraciones0,IM del terpenocorrespondientey 0,1M delacetatode vinilo enunvolumen

final de 10 ml de n-hexano;asimismoseguardóel ordendeadicióndelos reactivos.Añadiendo

sobreeldisolvente,los reactivosy finalmentela enzima.’4’Lamezcladereacciónsemantuvoen

un bañotermostatizadoa 30 “<3 y conagitaciónconstantede 500rpm.

Comodisolventeorgánicoseoptóporel hexanocuyo log P= 3,5 queestabadentrodelos

requisitosquesegúnlabibliografiaerannecesariosparaobtenerbuenosresultadosenestetipo de

reaccionesenzimáticas.’42”43

De lamismamaneraparatodoslos terpenosutilizadosserealizóunensayoen blancode

lareacciónenausenciadepreparadoenzimáticoy enlasmismascondicionesexperimentales.

239Akoh,C. y Yee,L. (¡998)1 Mo?. Catal. fi: Enzymatic,4, 149-153.

240 Claon,P. y Akoh, C. (1994)Biotechnol?Lett., 16(3),235-240.

241 Claon, 1’. y Akoh, C. (1993)Biotechnol?Lett, 15(12), 1211-1216,

242 Wu, W.; Akoh, C. y Pbiilips, R. (1996) Enzy’neM¡crob.Teclrnol.,18,536.

243 Claon,P.y Akoh, C. (1994)EnzynieMicra!’. Techno?,16,835-838.
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Setomaronperiódicamentealícuotasde 100 pi que sediluyeronen 1 ml de hexanoque

contenían1,746 mg de caproatode etilo como patróninterno.Posteriormentelas muestrasse

pasaronporunacolumnade sulfato sódicoanhidro (Na2SO4)pararetirarel aguaresidualy la

enzima.Paratasmuestrasqueno conteníanenzimalasalícuotassediluyeronen 1 ml den-hexano

antesde seranalizadas.

Tabla111.15.Tiemposde retenciónenminutosparalos terpenosutilizadosy suscorrespondientesésteres.

Terpeno tr (alcohol) tr (ester)

Mentol 10,2 15

Isomentol 11,5 16,8

Neomentol 10,2 16,1

Nerol 13,5 18,1

Geraniol 14,8 19,3

Famesol 9,7 13,5

Los productosde reacciónseanalizaronporcromatografiade gases.Las condicionesde

análisis fueronuna relaciónde splít (1:2) y una columnaSPB.-l SULFUR 15 m x 0,32 mm

(SupelcoInc. Bellafonte,PA, EE.UU.).Latemperaturadelinyectorfuede200”<3 y la temperatura

deldetectorfue de250”<3 La fasemóvil empleadafueunacorrientedenitrógenoa0,75Kg/cm
2

y conunflujo desplitde 45 mí/mm.Seempleóunprogramadetemperaturasconunatemperatura

inicial de la columnaa 11 0”C hastala apariciónde la señaldel alcohol (ver Tabla 111.15).

Posteriormenteseelevóla temperaturaa 1 0”/minuto hasta1 50”C manteniéndosedespuésésta

durante10 minutosparaasíadelantarlaapariciónde laseñaldel ester.Los tiemposde reacción

paracadauno de los terpenosy los correspondientesesteresfueronlos queaparecenen laTabla

111.15.
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2.5. MODELIZACIÓN DE LA INTERACCIÓN ENZIMA-SUSTRATO.

La estructurade difracciónde RayosX utilizada en la resoluciónde estaMemoriase

encuentradepositadaenelProteinDataBankdeBrookkaveny seidentificacomoPDB1 <3RL. Los

cálculosdeminimización de energíay de dinámicamolecularde la proteínasehan realizado

utilizandoel propuestoporHyperchem5.1 Pro.Comopasoprevioseprocedióa la relajaciónde

la energíade todo el sistemamedianteminimizaciónde la energíautilizando el algoritmode

minimizaciónstepest-descendentaunvalordeconvergenciade0,1.El sistemainicial seencuentra

constituidopor7500átomos.

El anclajedelsustratoenel centroactivosehizomanualmentedetal formaquecumpliera

los requerimientosnecesariosparasimularel intermediotetrahédricodenominado(Td]). Este

intermediotetrahédricoimplica que el sustratosesitúaenel centroactivo de la lipasa,de tal

maneraque,el carbonocarbonílicotomacontactocon el grupo-OH de la Serina-209.El protón

delgrupohidroxílicode laSer-209setransfiereal N de laHistidina-449de la triadacatalíticay

elOy de la Ser-209concarganegativaatacanucleofilicamenteal grupocarbonilodel sustrato,

conlo que seproduceel intermediotetrahédricoanteriormentecitado.
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2.5.1. Elección de la zona de interacción con el sustrato.

En primer lugarsedefinió un volumenalrededordel centro activo, concretamenteun

conjuntodeaminoácidosenelqueestaríanincluidoslamaquinariacatalíticacompuestaporSer-

209, His-449y Glu-341diversosresiduosoxianiónicosestabilizantescomoOly-124,Oly-123y

Ala-210.

Los puntosbásicosson:

a) los sustituyentesvoluminososdel sustratosesitúanenel tunel del centroactivo,

b) los sustituyentesvoluminososy lipófilos seorientanhacialos residuoshidrofóbicosque

seencuentranen el centroactivo,Phe-345,Phe-415 y Phe-296.

Otro aminoácidoque constituyeel túnel aunqueno estádirectamenteimplicado en la

interacciónesla Leu-297.

2.5.2. Estructurade los compuestoslibres.

Comopasoprevioal anclajede los sustratosmodeloutilizadosenestaMemoria(8) y (R)

2-(3’-benzoil)-fenilpropanoico(ketoprofeno)seprocedióasucostruccióncon el móduloBulid

del programaHyperchem5.1 Prode lacasaHypercube.

Unavezobtenidoelmódulotridimensionalscprocedióala optimizaciónde sugeometría

conel algoritmode minimizaciónAmberfijando un criterio de convergenciade 0,01.
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2.5.3. Formacióndel complejoacil-enzima.

Unavezrealizadalaminimizaciónde la energíadel sustratoseanclóenel centroactivo

de la lipasadeCandidarugosa siguiendoel esquemaadjunto.

Esquema 111.4. Formacióndel complejoacil-enzima.

Glu~1
R

O:

2.5.4. Metodologíade cálculo.

La metodologíautilizada ha sido la siguiente:

1) Minimizaciónde lascoordenadasinicialesparaevitarinteraccionesdeVanderWaals

desfavorables.Seutilizó paraello el algoritmode minimización stepest-descenthastaunvalor

deconvergenciade0,1 Kcal/moUÁ.Estaestructuraconstituyóelpuntodepartidade la siguiente

etapadel proceso.

2)Cálculomediantedinámicamoleculardelespacioconformacionaldelcomplejoenzima-

ketoprofeno.El cálculoseharealizadoutilizandolos dosisómerosdel ketoprofeno(R y 8).

HN
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Obviamente,el tamañodel sistemaaestudiaresunadelaslimitacionesparalasimulación

mediantedinámicamolecular.Debidoal grantamañodel sistemaobjetodeestudio,fuenecesario

restringirla zonadebidoaquelas herramientasde cálculoempleadasimposibilitaronun estudio

queincluyeratodosy cadauno de los átomosdel sistema.

La estrategiaseguidapararealizarla dinámicasebasaen que paraobtenerel margen

mínimo de confórmerosrepresentativosen el espaciode energíaconformacionaldel sistemase

tomaroncomocondicionesinicialesuncalentamientodelsistemadesde300“1< hasta800“K que

fue de 1 ps.El sistemasemantuvoa estatemperaturadurante5 Psy finalmenteseenfrió a 300

“Ken 1 ps.

La adquisiciónde datos screalizó en el tramo correspondientea la zona de 800 “K. De la

dinámicasetomaronvaloresde energía,temperaturay variaciónde energíaenfuncióndeltiempo

en picosegundos.Los datosde la energíaen funcióndel tiempo se ajustarona una función

polinómica de grado 10 y los mínimos constituyeronlas poblacionesde confórmerosmas

representativosdel sistema,lascualesfueronacontinuaciónsometidosa un pasode relajación

mediantelaaplicacióndemecánicamolecularconel algoritmostepest-descenthastauncriterio

deconvergenciade0,1 ps.Estepasotuvo comoobjetorelajarla energíadel sistemaafin deevitar

tensionesiimecesariasy portanto impedir la obtenciónde artefactosmatemáticos(como por

ejemplo,unaanillo bencénicodoblado)los cualesno tienensentidoquímicamentehablando.

Unavezterminadoestepaso,seprocedióal enfriamientodelsistemadesde800“K hasta

500“K duranteun PS. El sistemasemantuvoaestatemperaturadurante5 psy seenfrió a300“K

duranteun ps. Igual que ocurrió anteriormentela representaciónde la energíaen funcióndel

tiempo y el ajusteposteriora unafunciónpolinómicanosdio los mínimos representativosdel
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sistema.Estaminimizaciónconstituyólapoblacióndeconfórmerosde500 “K. Posteriormentese

relajaronmediantemecánicamoleculary sepasóala siguientefasedeenfriamiento.

Desde500 “K seenfriarona 300 “K en un ps. El sistemasemantuvoa 300 “K durante5

pscomprobandoquelavariacióndetemperaturano superabael 10 % dela temperaturaelegida.

Finalmentesepasóde 300“K a275 “K durante1 ps. Laadquisicióndedatossetomóenlazona

correspondientealaestabilizacióndelsistemaquefuede 5 ps.El ajustede losvaloresdeenergía

en función del tiempo nosdio los mínimos correspondientesque constituyeronel grupo de

confórmerosfinales y representativosdel espacioconformacionalde la molécula. Estos

confórmerosserelajaronmediantelautilizaciónde lamecánicamoléculasutilizandoelalgoritmo

stepest-descenthastaun valor deconvergenciade 0,1 Ps.
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Resultadosy discusión.

1. CARACTERIZACIÓN DE LAS LIPASAS.

En estaSecciónseprocedearealizarunadiscusiónconjuntadelas característicasde las

preparacionesenzimáticasutilizadasa lo largode estaMemoria;el enfoqueseharealizadoen

basea estudiarlasposiblesdiferenciasy analogíasentrecadapreparadodesdeelpuntodevista

de su contenidoen proteínas,actividadhidrolitica, actividadsintéticaa 30” y 50 oc y la

estabilidadenmedio orgánicoa30” y so 0<3~

A. DETERMINACIÓN DE LA CANTIDAD DE PROTEÍNA.

Como yasecomentóen laParteexperimental,la cantidaddeproteínase determinópor

el métododescritoporHartree.226Estadeterminaciónnospermitió, apartirde losensayosde

actividad correspondientes,valorar y compararla eficacia catalítica de cadauna de las

preparacionesenzimáticasestudiadasa lo largo de estaMemoria,respectoa la preparación

comercialsuministradaporla casaSIGMA. Dc estamanera,los cálculosobtenidossepodían

referira lacantidadde proteínapresenteencadapreparadoy obtenerde estamaneraresultados

másrelevantesquenosdieranunaideamásclarade las posiblesdiferenciasquepudierahaber

entrecadapreparado.

Paraladeterminaciónde laconcentracióndeproteínadelasmuestrasempleadassesiguió

el procedimientoindicadoenla Sección111.2.1.1.A y seaplicóencadacasolarectadecalibrado

de laFigura111.1 (ecuación[23]). Todoslos ensayosserealizaronportriplicado.Los resultados

226 Hartree,EF. (¡972)Anal? Biochein.,48,422427
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obtenidosparacadaunade laspreparacionessemuestranen laTablaIV. 1:

Tabla ¡Vi. Cantidaddeproteínas(%)determinadasporelMétodo1-IartreeY~

Lipasas % Proteínas

LCRC 18

LCRS 58

liAD 14

UABS 70

UAB-1000 12,5

UAB-300 5,3

Enprimerlugarsepuedeobservarladiferenciaexistenteentrelapreparacióncomercial,

LCRCconun 18 % de proteínasy lapreparaciónsemipurificada,LCRS con58%.

El métododesemipurificaciónbasadoenla diálisis y posteriorliofilización apartir de

laL<3RC segúnestádescritoenlaSección111.2.1.2. permitióobtenerderivadosdondelapérdida

depesoapartirdelpreparadocomercialalcanzabahastaun380%. En consecuencia,elderivado

obtenido,librede impurezasy conunmayorcontenidoproteico,esindicativodequeestemétodo

permitelaobtencióndeun preparadoconun gradode purificaciónaproximadode 330 %.

Estosdatoscoincidencualitativamenteconlos indicadosporHernáizy col.’48 y con los

indicadosporSánchez-Monteroy col.’89 y queeranatribuidosaunaalteracióndelmicroentomo

dela lipasasemipurificadadespuésdela diálisis, queeliminalactosafundamentalmente,lo cual

provocabaunapérdidadeaguaaleliminarseestehidratode carbonoqueactúacomomimético

del aguay como reservade aguaen la enzimacomercialestabilizandoy activandola enzima

226 Hartree,E.F. (1972)Anal. Biochem.,48,422-427.

148 Hemáiz,M.J.; Sánchez-Montero,J.M. y Sinisterra,J.V. (1996)Biotechno?Tech.,10,917-922.

189 Sánchez-Montero,J.M.;Hammon,V.M.; Thomas,O. y Legoy,MD. (1991)Biochim.¡3iophys.Acta,1078,345.
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liofilizada en el medioorgánicoinmiscibleenagua.

Respectoa laslipasasUAB vemosquesegúnlascondicionesdefermentaciónseobtienen

distintascantidadesdeproteína.Engeneraldiremosquevelocidadesdeagitaciónbajas(500rpm)

enel procesode fermentaciónproducenmayorcantidadde proteína(UAB y UAB-l000) que

altas velocidadesde agitación. La cantidad de proteína de las muestrasUAB y UAB- 1000 es

ligeramenteinferiora la de la proteínacomercialdeSigma(LCRC), queerade un 18 % como

se indicó anteriormente.

Estamagnitudcondicionala aireacióndelcultivo, si semantiene,comofueel caso,todas

lasdemásvariablesconstantes.Tal y comoaparecedescritoenlabibliografia,laproducciónde

lipasasesmuy superioren cultivos realizadoscon agitaciónencomparacióna la obtenidaen

cultivos estacionarios.244’245No obstantela agitacióny por ello la aireación,tienenun efecto

variablesobrelaproducciónde lipasay dependedelmicroorganismo.Los microorganismosque

siguenunpatróncomoel observadoparala Candidarugosason:P.fragi346P. aeruginosay Rh.

Oligosporus.247

El métododesemipurificaciónaplicadoala lipasaUAB condujoaunderivadocon70%

enproteína.Asípuesel métododesemipurificaciónaumentalacantidaddeproteínas,si bienel

aumentoes diferente del observadocon LCRC debido a las diferentes condicionesde

fermentacion.

En el caso de los derivadosmodificados la cantidad de proteína presenteestaba

244 Alford, .1.A. y Schmith,iL. (1965)1Am. Oil Chem.Soc.,42, ¡038-1042.

245 Eitenmiller, R.R.; Vakil, J.R.y Shahami,K.M. (1968)1Dairy Set, 51,940-942.

246Nashif,S.A. y Nelson,F.E. (¡953)1DairySci.,36,471-480.

247 Ghosh,P.K.; Saxena,R.K.; Gupta,R.; Yadar, R.P.y Davidson,S. (1996)SetPror, 79, 119-157.

183



Resultadosydiscusión.

condicionadaalgradodemodificaciónalcanzado,quedeterminabalacantidaddeazúcarpresente

enla muestra.En un principio seabordéelestudiode lamodificaciónno covalenteapartirde

lalipasasemipurificadade Candidarugosa,debidoaqueensayosrealizadossobrelapreparación

comercialcondujerona resultadosirreproducibles.De esteforma seobtuvieron preparados

modificadosen diferentegradoy con dextranosde distinto pesomolecular.Los resultados

obtenidosen la determinaciónde la cantidaddeproteínassemuestranen laTablaIV.2.

Tabla IV.2. Cantidaddeproteínas(%) determinadasporclMétodoHartree226de losderivadosmodificados
no covalentementeobtenidosapartirdeLCRS.

Dextranos (Da) Relación % proteína

40/10 46,5

6.000 40/20 38,7

40/30 33

40/10 47

¡2.000 40/20 38

40/30 33,5

40/5 55

25.000 40/10 46,5

40/20 36

40/5 54

50.000 40/10 35

40/15 16

Obviamente,las enzimasmodificadastienenun menorporcentajede proteínaquela

L<3RS de partida(58 %).

Podemosobservarqueel pesomoleculardel dextranono influye significativamenteen

226 Hartree,E.F. (1972)Anal. Biochem.,48, 422427.

184



Resultadosydiscusion.

la mayoro menorcantidadde proteínaspresenteen los preparadosobtenidosconel mínimo

gradodemodificación,salvoenel casodel dextranode pesomolecularelevado(50KDa). El

factorcondicionantedelcontenidoproteicodelderivadoesla relaciónLCRS¡dextrano.A mayor

relaciónenzima/azúcarmodificadorhaymayorcantidadde proteínas.

En el caso de las preparacionesobtenidasa partir de la lipasa UAB sometidaa

modificaciónno covalente,laúnicarelaciónestudiadafuelade40/10debidoaquesecomprobó

que el pesomoleculardel dextranono afectabaa la cantidadde proteínay estarelaciónde

enzima/dextranoerarepresentativadela influenciadelamodificaciónnocovalenteElporcentaje

de proteínadc las preparacionesobtenidastite entodoslos casosde 70 + 0,2 %, similaral de la

proteínade partida.

Por otro lado, al determinarla cantidad de proteínasdel derivado modificado

covalentementecondextranolos resultadossemuestranen la TablaIV.3.

Tabla lV.3. Cantidaddeproteínas(%) delosderivadosmodificadoscovalentementedeterminadasporel
MétodoHartree326

Derivado % proteínas

LCRM 62

UABM 73

LaLCRM conun 62 %deproteínas,procedede unapreparaciónde la L<3RS,conun 58

% de proteína,quedandoestadiferenciadentrodcl errorexperimental;lo mismoocurreconla

UABM, con un 73 % de contenidoproteico,queprocedede lapreparaciónsemipurificadade

UAB (UABS), conaproximadamenteun 70 % de proteínas.

226 Hartree,E.F. (1972) AnaL B¡ochem.,48,422-427
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II. MEDIDA DELA ACTIVIDAD HIDROLITICA.

El siguientepasoen la caracterizaciónenzimáticafue la determinaciónde la actividad

hidrolítica,paralo cualseemplearonglicéridosdeácidosgrasosde diferentelongituddecadena.

Los resultadosobtenidosparacadaunade las preparacionesenzimáticascon distinto gradode

purificaciónutilizadasenestaMemoriasemuestranen laTablaIV.4.

Tabla IV.4. Comparaciónde las actividades hidroliticas (pmol/min~mg proteína) de la lipasa deCandida
rugosaen distintosgradosde purificación.La actividad lipásicaestádeterminadaa partirde la hidrólisis de
trubitirina. Laactividadesterásieaseha determinadoutilizando comoreaccióntestlahidrólisisdel acetatodep-
nitrofenilo.’”

Lipasa Actividad li¡ñsica
(pmoI/min-mgproteína) Actividad esterésica”5

LCRC 2,83 263

LCRS 2,22 207

LCRA 253 l4~l0~

LCRB 290 I9l0~

13/mgdepreparado.

En la TablaIV.4 semuestranlasactividadeslipásicasobtenidasenpreparacionescon

distintogradodepurificación.Puedeobservarsequelalipasacomercialpresentamayoractividad

lipásicaquela semipurificada,fenómenoqueyahabíasido descritoanteriormente.’89

Respectoa los extractosobtenidostraselprocesodepurificación,LCRA y L<3RB, fueron

sometidosaunadiálisis seguidade liofilización paraeliminarla presenciade ionesprocedentes

del proceso.’85Los resultadosmuestranque ambasisoenzimaspresentanmayor actividad

esterásicaquelipásicay que la LCRB tienemayoractividadhidrolíticafrenteatributirinaque

185 Hernáiz,MJ. TesisDoctoral (1996) Universidad Complutense. Madrid.

‘89s~chez-MonteroJ.M.; Hammon,VM.; Thomas,fly Legoy, M.D. (1991)Biochim.Biophys.Acta,1078,345.
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la LCRA.

En la TablaIV.5 semuestranlos resultadosobtenidosal caracterizarlas lz~asasUAB

comparandoloscon los pertenecientesal preparadocomercial.

Tabla IV.5. Comparacióndela actividadhidrolitica de las lipasasUAB conel preparadocomercial.

Actividad (imol/mbrmgprot)
Lipasa

Trioleina Tributirina

LCRC 2,1 2,82

LCRS 1,81 2,22

UAB 0,136 6,97

UAB-I000 0,216 0,35

UAB-300 0,181 3,96

Tal y comosemuestraen laTablaIV.5, laactividadpormg de proteínadela LCRS en

la hidrólisis de tributirato de glicerilo es algo superiora la que presentala LCRC. Puede

observarsequeenestecasohay unamayoractividadfrenteatriglicéridosdecadenacortaque

frenteatriglicéridosde cadenalarga.Asímismoobservamosquelos valoresobtenidospormg

de proteínasonsemejantesa los del preparadocomercial,lo queindicaríaqueenesteproceso

de semipurificaciónsehaneliminadosustanciasno activascatalíticamentehablando.

Si seanalizanlosresultadosobtenidosconlas lipasasUAB, seponede manifiestola gran

diferenciade actividadeshidrolíticas de las lipasasobtenidasen distintas condicionesde

fermentacióny purificación.Conlalipasacomercialpuedeobservarsequelaactividadhidrolítica

frenteala tributirinaesmayorquefrenteala trioleina.Debemosindicarquelabajacantidadde

proteínaqueposeelamuestraUAB-300(5,3%) hacequelos resultadosconellaobtenidosestén

sujetosaun granerrory suanálisisno seaestrictamentemuy válido.
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La diferencia de comportamiento observadaentre UAB-1000 y UAB radica

fundamentalmenteen el tratamientoprevioa la liofilización, yaqueambospreparadosposeen

aproximadamentela mismacantidadde proteína(TablaIV. 1). Estetratamientoconsistíaen el

casode la UAB en un procesode diálisis en presenciade lactosa.El efectopositivo de la

presenciade lactosaenel preparadode lipasaliofilizado ya fuedescritoporSánchez-Montero

y col.,189pudiendodecirqueenel casode estasenzimas(UAB y LCRC) esdeterminantede su

actividadhidrolíticade triglicéridosde ácidosdepequeñotamaño.

Esteefectonoseobservaporel contrarioenel casodelahidrólisisdetrioleina.Asípues,

segúnel sustrato,laactividadrelativade la lipasaUAB y UAB-1000, asícomodel preparado

comercialdeSigma(LCRC)esdiferente,lo cualapuntaaunadiferenteproporcióndeisoformas

de la lipasadeCandidarugosa.

Paraconfirmarlahipótesisindicadaanteriormente,sedeterminólacantidaddeisoformas

que teníacadapreparaciónmediantela técnicade FPLC empleadapor la Dra. Rúa de la

UniversidaddeOrense.Los datosobtenidossemuestranenla TablaIV.6.

Tabla IV.6. Porcentaje de isoformas de la LCRCy de las preparaciones UAB determinada por FPLC.

Preparado enz¡máticn LIP 3 LIP 1 LIP 2

LCRC 83 17 -

UAB 57 - 42

UAB-lO00 43 - 57

UAB-300 57 - 43

Delos datosde laTablaIV.6 sededucequemientraslaLCRC tienecomocomponente

‘89 Sánchez-Montero,J.M.;Hammon,V.M.; Thomas,D.y Legoy,M.D. (1991)Biochim.&ophys.Acta,1078,345.
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principal(segúnel análisisFPLC) la LCRA (LIP 3, verTabla1.6 dela Introducción),las lipasas

suministradasporel grupodel Dr. Valerotienenunaproporciónsimilar de las isoformas(LIP

3 y LJP2).

Laasignaciónde lasisoformassehizoporcomparaciónconotrasmuestrassuministradas

alaDra.Rúaporel grupodelDr. Valerode laUniversidadAutónomadeBarcelona.Debemos

hacermenciónespecialaquela lipasacomercialdeSigma(LCRC), conlaquehemostrabajado,

tienecomocomponenteprincipal,laLIP 3 (LipasaA) diferentede lo descritohastaahoraenla

bibliografiadondeseindicabaquelalipasamayoritariaeraLIP 1, asociadaalaLipasaB.’” Ello

deberáatribuirseadiferentescondicionesde fermentacióndel lote comercialquehemosusado

y los usadosporotrosautores,si bienel suministradorcomercialesel mismo.

Lópezy col.231handemostradoquevariandolavelocidaddealimentacióno lavelocidad

de crecimientoseobtienenlipasascrudascondiferenterelaciónLIP 3/hP2 y enconsecuencia,

biocatalizadorescondiferenteactividadhidrolítica.

Teniendopresenteestosdatosy los de laTablaIV.5,podemosdeducirquelaslipasasLIP

1, LIP 2 y LIP 3 tienendistintaactividadhidrolítica.

Así tendríamosquela LIP 1 esla másactivaenlahidrólisisde trioleinayaquelaLCRC

presentaunagran actividadcatalíticafrentea estesustrato,lo cual estáde acuerdocon los

últimosresultadosde Otero y col.’87 queindicanunmayorimpedimentoestéricoenel subsitio

1~Rúa,M.;Diaz-Monriflo,T.; Fernández,V.M.; Otero,C.yBallesteros,A. (1993)Biochim.B¡ophys.Acta,1156,

181-189.

233 López,5.; Valero,F. y SolA, C. (1996)Applied. Biochem.B¡otechnoí,59, 15-24.

187 Otero,C.; Castro,R.; Screa,J. y Caldaram,H. (1998)1 Phys.Chein. B, 102,8611-8.
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de la LipasaA (LIP 3) que en el de la LipasaB (LIP 1), y con los de Hemáizy col.,’48 que

indicanquela LIP 1 (Lipasa13)esmásactivaquela LIP 3 (LipasaA) en lahidrólisisde ácidos

aril-propiónicosdegrantamañomolecular.

Porel contrarioLIP 3 (LipasaA) y LIP 2 seríanpocoactivasfrenteala trioleina(baja

conversiónobservadacon la lipasaUAB comparadacon LCRC) y elevadafrenteatributirina.

Por último, indicar que el tratamientode la lipasacruda con lactosa(lipasaUAB)

favorecela actividad hidrolítica del preparado,frente a la precipitacióncon etanol, que

deberíamosconsiderardesnaturalizante.Ello sededuciríaapartir de las lipasasUAB y UAB-

1000,consimilarcantidadde proteínay proporcionesrelativasde LIP 3 y LIP 2.

C. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ESTERSINTETASA.

La medidade la actividadestersintetasaserealizó utilizando como reaccióntest la

síntesisdel oleatode heptilo.

Las condicionesexperimentalesy la metodologíaseguidase expusieronen la Parte

experimernalde estaMemoria.Los resultadosobtenidossemuestranenla siguienteTablaIV.7.

Comopodemoscomprobarla actividadestersintetasaessuperioren las preparaciones

purasy dentrode estases la LCRB (LIP 1) la que presentamayoractividadque la isoforma

LCRA. (LIP 3).í8§ Igualmentelapreparacióncomercial(LCRC) presentamásactividadquela

148 Hemáiz, M.J.; Sánchez-Montero,J.M. y Sinisterra,J.V. (1996)BiotechnotTech.,10,917-922.

185 Hemáiz, M,J. (1996) TesÚDoctoral. Universidad Complutense de Madrid.
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preparaciónsemipurificada(LCRS) debidoaqueel procesode diálisis eliminalactosa,con la

consiguientepérdidade actividad.Esteresultadoya fue puestode manifiestopor Sánchez-

Monteroy col.’89

Tabla IV.7. Actividad estersintetasaen laesterificacióndeácidooleicoconheptanoldelas preparaciones
enzimáticas.Condicionesdereacción:[heptanol]= [ácidooleico] = 66mM, 10 mIde isooctano, 100 mgde derivado
enzimático, 30 “C y 500 rpm de agitación.

Lipasas Actividad (mínol ester/mgproth)

LCRC 0,034

LCRS 0,025

LCRA 0,048

LCRB 0,06

UAB 0.01

UAB-1000 7,8~10~

UAB-300 4,5~10~~

Respectoa las lipasas UAB comprobamosque las preparacionesUAB y UAB-1000,

obtenidasabajavelocidaddeagitación,danunpatróndeactividadsemejante.Asípodemosdecir

queel tratamientoposteriorde la enzimacrudacon lactosano pareceafectarenestecasoenla

catálisisde lasíntesisde oleatodeheptilo o en la hidrólisisde trioleinay sí en la hidrólisisde

tributirina comopodemosobservaren la TablaIV.5. Porotro lado, labajaactividadobtenida

tanto enhidrólisis (TablaIV.5) comoensíntesis(TablaIV.7) de laUAB-300 indicaquealtas

velocidadesde agitaciónenel fermentadordanlipasasmenosactivastantoenhidrólisiscomo

ensíntesis.Sinembargo,dadoelbajoporcentajede proteínasdeestepreparado,estedatohade

‘~ Sánchez-Montero,i.; Hammon, y.; Thomas,O. y Legoy,M. (1991) Biochinz.Biophys.Acta,1078,345.
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ser tomadoconreserva.

Así mismo,serealizóel mismoensayoconlos derivadosmodificadoscovalentemente

condextranosde6KDa,procedentesdelapreparaciónLCRSy UABS. Enestecasosedeterminó

laactividadsintetasaaun tiempofinal de 114 h. Los resultadosaparecenen laTablaIV.8.

Tabla ¡V.B. Conversión(%) en oleatode heptilo a las 114 ti de reacción. Condiciones de reacción:
[heptanol]= [ácidooleicol = 66mM, lO ml de isooctano, 30 mgde LCRM, 26 mgde UABM, 30 “C y 500 rpm de
agitación.

Derivado % conversión mmoles ester/mg

preparado

LCRM 32,61 0,055

UABM 90 0,176

Del análisisde estosresultadoscomprobamosquela actividadsintetasaessuperioren

el derivadoUABM que el obtenido a partir del derivadocomercial. Con la modificación

covalentehemosobtenidoun preparadoen el que semejoralaactividaddebidoposiblementea

la estabilizaciónde la estructuraprovocadapor la unión al dextrano.Aquí el dextranoactuaría

como un escudohidrófilo que protegea la proteínade la desnaturalizaciónprovocadaporel

medioorgánico.Esporello porlo quelos valoresde actividadconLCRM y UBM sonmayores

que los obtenidoscon la enzimasin modificar (Tabla IV.7). Así pues,estamodificación,

estabilizalosbiocatalizadorescuandosetrabajaenmediosorgánicos(isooctano)alargostiempos

de reacción(114h).

Porotro lado,seempleóestareacciónde síntesisde oleatodeheptilo como testpara

estudiarla influenciaque tenía la temperaturaen la actividadsintetasade los preparados

ensayados.Paraello, y tal comosedescribióen la Parte experimernal,se trabajóa so “C

empleandolas mismascondicionesde reaccióny metodologíade análisisya descritas.En la
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Figura IV. 1 se comparan las enzimas cabeza de serie de nuestro trabajo. 

= 66 
Figura IV.l. Síntesis del oleato de heptilo a 50 “C. Condiciones de reacción: [heptanol] = [ácido oleico] 

mM, 10 ml de isooctano, 3 mg de proteína/ml. 

E 
LCRC 

LCRS 

UAB 

UABS 

0 50 100 150 
m 

Podemos apreciar en la Figura IV. 1 que la semipuriticación hace al biocatalizador más 

sensible a la desactivación térmica pues las velocidades iniciales son menores con los preparados 

UAE3S y LCRS que con los de partida LCRC y UAB. Este efecto es mucho mayor en el caso de 

la lipasa UAB que en el caso del preparado comercial de Sigma (LCRC). Dada la diferente 

composición de ambas enzimas (Tabla IV.6) podemos pensar que la LIP 2 es más sensible a la 

desactivación térmica que la LIP 1. La velocidad inicial de la LCRC es -358 % mientras que la 

de la UAB es de -444 %, al pasar de 30 “C a 50 “C. 

Este efecto parece acentuarse en el caso de la dialisis, donde se ve que la UABS es mucho 

menos activa que la UAB a 50 OC, siendo esta diferencia menor en el caso de la LCRC y LCRS. 

A medida que la reacción de esterificación progresa (Figura IV. 1) se produce agua, la cual 

parece activar a la lipasa LCRS, ya que se alcanza el mismo nivel de conversión, no ocurriendo 

lo mismo con la UABS. Otra vez deberemos atribuir el comportamiento a la presencia de la LIP 
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1 enel casode la LCRCy de la LIP 2 enel casode la UAB.

Tabla IV.9. Velocidades iniciales de reacción (mmol ester/mg prot.~h) en la síntesis del oleatode heptilo
catalizadapor LCRC y UAB a diferentestemperaturas.Condicionesde reacción:[heptanol]= [ácido oleico] =

66mM, 10 ml de isooctanoy 500 rpm de agitación.

Enzimas 30 0C 50 oc

LCRC 34¡Q3 9,5lO’~

UAB ioi0’~ 2,2510’~

D. DESACTIVACIÓN DE LOS BIOCATALIZADORES POR DISOLVENTES

ORGÁNICOS.

Esteexperimentoserealizóparaestudiarel efectoqueprovocabala incubacióndeuna

enzimaenel senode un disolventeorgánicoduranteperíodoslargosde tiempo.El resultadoera

de gran interéspara nuestrogrupo ya que las preparacionesempleadasenestaMemoriase

emplearoncomocatalizadoresenmediosorgánicosy muchasde lasreaccionespuestasapunto

sesiguieronduranteperíodoslargosde tiempodondesedesconocíacualerael efectodirectoque

provocabalapresenciade un disolventeapolarsobrela actividadenzimática.

El estudiosecentrófundamentalmenteen lapreparacióncomercialsuministradaporla

casaSIGMA y los disolventesde elecciónfueron el isooctanoy el ciclohexano,debidoque

habíandemostradoserlos mejoresmediosorgánicosen los quetrabajabala LCRC.248Puede

apreciarseque ambosdisolventeshidrófobosconducena un perfil de desactivaciónmuy

semejante.

248 De la Casa, KM. (1994) Tesinade Licenciatura.Facultad de Farmacia.Universidad Complutense.
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Figura IV.2. Desactivación de LCRC por isooctano y ciclohexano. Condiciones de reacción: (R,Sj [2-(4- 
isobutilfenil) propanoico] = [n-propano11 = 66 mM, 10 ml disolvente, 30 OC, tf = 168h. (Rara el isooctano, el 100 
% de conversión corresponde a 53 %; para el ciclohexano, el 100 % de conversión corresponde a 45 %). 

, 
Isooctano 

Ciclohexano 

0 5 10 15 20 
t(días) 

Así mismo y debido al interés que exigía por nuestra parte la caracterización de las 

lipasas UAB, el mismo ensayo se realizó con la lipasa UAB, que fue la que más actividad lipásica 

(Tabla IV.5) y ester sintetasa (Tabla IV.7) y contenido en proteína tenía de todos los preparados 

que nos suministró el Dr. Valero. Como disolvente se eligió el isooctano, en el que la LCRC 

mostró tener más actividad. Los resultados se muestran en la Figura IV.3. 

Figura IV.3. Desactivación de UAES por isooctano. Condiciones de reacción: (R,s) [2-(4-isobutilfenil) 
propanoico] = [n-propano11 = 66 mM, 10 ml de isooctano, 30 OC, tf = 168h. (El 100 % de conversión corresponde 
a 28 “/). 

25 

0 5 10 15 20 25 
t (días) 
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Estascurvasseajustana unaecuaciónde decrecimientoexponencialsimple,segúnel

caso 1 dcl modelo descritoporHenleyy Sadana229 (VerSección111.2.1.1.A):

dondeseproduceunadesactivaciónenun sólo pasoqueconducea un estadoE1 quepresenta

actividadcatalíticabaja.Estoimplica transformarla ecuacióngeneralde Henleyy Sadana.90

aí•k¡ a2•k2 a,k, a2k2_~ kzt

A=a2±[l00+ k k — k2 kI]e ~~k2—kt k2~kIie [30]

en la ecuaciónsimplificada[15]:

A = [100— a ¡].ekñ + a¡ [32]

donde:«2 k 2 = O; ecuaciónqueseajustaalaexponencialsimple [9]:

AzAo.Ckt+A; [26]

Los parámetrosobtenidosen el ajustede la ecuaciónsemuestranen la TablaIV.10.

Podemosapreciarquela lipasacomercialde Candidarugosapresentaunavidamediasemejante

en isooctanoy enciclohexano,si bien el valor de la actividadfinal «i esmuchomenoren el

segundocaso.Estosedebeatribuiraunmayorefectodesnaturalizantedelciclohexano,demenor

log P queel isooctano.

Porlo que serefierea la lipasaUAB, éstapresentael mismoperfil de desactivaciónque

la lipasacomercial,si biensuvidamediaen isooctanoesalgomenor.Ello pudieradeberseala

distintacomposiciónenisoformasde la lipasaUAB y LCRC (TablaIV.6).

229 Henlcy, iP. y Sadana, A. (1985) EnzymneM¡crob. Technol.,7, 50-60.
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Tabla ¡V.b. Desactivaciónenzimáticaa30 “C pordisolventeorgánico.

Enzima A4’ k, (d”) t1~ F • % a=

LCRC <> 77 0,12 6,6 1 16

LCRC (2> 86 0,1 6,8 1 63

UAI3<> 82 0,18 5 0,75 18

<‘> Datos referidos a la desactivaciónpor isooctano.
(2) Datosreferidosa ladesactivaciónpor ciclohexano.
• Factor de estabilización.
b PorcentajedeactividadespecíficadelestadoE1 conrespectoa laactividadespecífica

inicial.

E. DETERMINACIÓN DEL GRADO DE MODIFICACIÓN DE LA ENZIMA.

Ladeterminacióndelgradodemodificaciónserealizóapartirde la determinacióndel

contenidode azúcaresde las muestrasutilizandoel métodode la antronade Clegg,
236descrito

enlaSección111.2.2.1.B de laParteexperimental.Estatécnicaseempleóparalosderivadosque

habíansido modificadospor unión no covalente(LCRxn y UABm) y paralos modificados

covalentemente(LCRM y UABM) con los dextranos.

Enlas TablasIV.l 1 y IV.12 semuestranlos resultadosobtenidosalmodificarporuni6n

no covalentelaspreparacionesLCRS y UABS, que dieroncomoconsecuencialos derivados

nombradoscomoLCRmy UABm. El porcentajeteóricoserealizóapartirdela relaciónenzima

semipurificada/dextrano(p/p) disefladaparacadaexperimento.

El porcentajeexperimentalserefiereal obtenidoporel métodode laantronaapartirde

lacurvade calibrado[31] obtenidade los datosde laTabla111.3.Entodosloscasosestudiados

la presenciade dextranodetectadacoincide,teniendoen cuentael errorexperimental,con la

236 Clegg,K.M. (1956)1 Sd FoodAgrkt,7,40.
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esperadateóricamente.Ello se debea que se realizó la adición directadel azúcarsobrela

preparaciónsemipurificaday despuésseliofilizó la muestra(Sección111.2.2.1).

Tabla ¡VII. Grado de unión de los dextranosdediferentepesomoleculara la LCRS en los derivados
modificados no covalentemente.

flextranos (KDa) Relación % Teórico % Experimental

40/lO 20 23,6

6 40/20 33,3 29,9

40/30 42,85 34,4

40/10 20 19,4

¡2 40/20 33,3 32,5

40/30 42,85 41,2

40/5 11,1 11,9

25 40/10 20 24,9

40/20 33,3 30,0

40/5 11,1 12,8

50 40/lO 20 14,1

40/15 27,3 27,4

La mismaconclusiónobtenemosal estudiarlos datosreferidosal cálculo dedextrano

presenteenla preparaciónUABm, dondesólo seensayólarelaciónenzima/dextrano40/10con

dextranosde diferentepesomolecular,por lo queel cálculoteóricoentodoslos casosfue deun

20%dedextrano.Seobservaqueindependientementedelpesomoleculardeldextrano,el azúcar

presentesólo esfUnción de lacantidadañadidaenpesosobrelapreparaciónsemipurificada.

Tabla IV.12. Grado de unión de dextranos de diferente peso molecular a UABS en ¡os derivados
modificados no covalentemente.

Dextranos (KDa) Relación % Teórico % Experimental

6 40/10 20 24

12 40/lO 20 20

25 40/10 20 22

50 40/10 20 22
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En el casode los derivadosobtenidospor modificación covalente,los resultadosse

muestranenlaTablaIV. 13 dondepodemosobservarquelapreparaciónUABM presentamayor

gradode modificaciónquela LCRM trashabersido sometidaa lamismametodologíay en las

mismascondicionesexperimentales(Sección111.2.2.3).

Tabla IV.13. Porcentaje de azúcaresenLCRM y UABM. Las preparacionesmodificadascovalentemente
procedende 100mg dederivadosemipurificado(LCRS y UABS) modificadoenpresenciade25 ml dedextranos
depesomolecularde6 KDa dc concentración25 mg/ml

.

Derivado % azúcares

LCRM 6,31

(14DM 9,21

Esta diferenciaen cuanto al grado de modificación debeatribuirsea la diferente

composicióndeisoformasy portanto,diferenterelacióndelisinasenambasenzimas.Asímismo

indicar queel porcentajede azúcaresunido covalentementees inferior al quese obtienepor

modificaciónno covalente.

E. DESACTIVACIÓN TÉRMICA ENMEDIOORGÁNICODELOSDISTINTOS

CATALIZADORES.

Paraconocerlaestabilidadtérmicaseestablecióunatemperaturade almacenamientode

50 0C, empleandolasdiferentespreparacionesenzimáticasutilizadasalo largode estaMemoria

(FiguraIV.4).

La desactivacióntérmicade todaslasenzimasseajustarondentrodelerrorexperimental,

a unadesactivaciónsimple donde«2 = = O. Los valoresobtenidossemuestranenla Tabla

IV. 14.
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Puede observarse que la semipurificación por diálisis produce un derivado que una vez 

liofilizado, es menos estable que la lipasa de partida, ya que k aumenta y la vida media 

disminuye. 

Por lo que se refiere a la modifkación química covalente, produce un efecto estabilizador 

en ambos casos, disminuyendo la constante de desactivación respecto a la enzima de partida 

(LCRS y UABS). 

Tabla IV.14. Desactivación térmica a 50 “C en isooctano. 

Enzima AIB 

LCRC 90.7 

LCRS 92,4 

LCFu4 87,2 

kl (b-‘1 al(%) 

3,s*10-2 10,35 

6,7*10-’ 630 

5,6-lo-’ 10,6 

UAB 94,6 2,7* 1O-2 5,7 

UABS 90,s 3.10” 9,3 

UAEIM 94,8 2-10-5 5,2 
a Porcentaje de actividad del estado intermedio E, con respecto a la actividad inicial. 

Figura W-4. Perfil de desactivación a 50 “C en isooctano. 

40 
t(h) 
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Respectoa las preparacionespuras,LCR.A (LIP 3) y LCRB (LIP 1),presentandiferente

estabilidadtérmicasegúnel medio,segúnsemuestraen la TablaIV.15:

Tabla IV.I5. Estabilidadtérmicaenaguay en isooctanoaSO0C de LCRA (LIP 3)y LCRB (LIP ¡))85

1120 (500C) Isooctano(500C)

It/fr’) t ‘/~ (h) kd(Ir’) t 3/, (fi)

LCRA 0,38 0,28 3 0,25

LCRB 2,8 0,23 0,7 0,9

Puedeapreciarsequeenmedioacuoso,la LCRA (LIP 3)esalgomásestablequela LCRB

(LIP 1) mientrasqueocurrelo contrarioenisooctanocomocabíaesperar.Estopuedeexplicar

lamayoractividadcatalíticaobservadaparalaLCRB enreaccionesenmediosorgánicosapolares

inmisciblesenaguacomoel isooctano.’85EsteresultadoexplicaporquélaLCRCesmásestable

quela UAB enmediosorgánicos(TablaIV. 14).

Lamenorestabilidadtérmicade las lipasaspuraspuededeberseala eliminaciónde las

moléculasdebajopesomolecular,tal comola lactosaquetienela LCRC,queparecenestabilizar

laenzimafrentea la desactivaciónténnica.

185 Flemáiz, Mi., TesisDoctoral (1996) Universidad Complutense de Madrid.
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2. MÉTODOS DE DETERMINACIÓN DEL GRADO DE HIDRATACIÓN.

2.1. RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DEL AGUA.

1. RMN-’H del aguaen disolventesorgánicos

.

El estudiodel aguaen los disolventescondiferentelog P utilizadosen la Memoriase

abordócomparandolas señalesRMiN-’H de los citadosdisolventescuandoseanalizaronlas

muestrasenausenciay presenciade agua.

Detodosellosfue en la isobutil metil cetonadondeseobservóunamejor identificación

de la señaldel aguadentro dc las condicionesde preparaciónde la muestrapreviamente

optimizadas,debidofundamentalmenteaquecon los disolventesmuyhidrofóbicos(isooctano

o ciclohexano)la adición de agua provocaba la aparición de un sistemabifásico. Por ello, al

tomarla muestrade la faseorgánicala señaldelaguaeraapenasdetectable.Sin embargo,con la

isobutil metil cetona, dadas las característicasde hidrofilia del disolvente, su log P y la

solubilidaddel aguaen estedisolvente,fue posibleidentificar la señalRMN-’H del aguaaun

desplazamientoquímico&=3,66 ppm tal y como semuestraen las FigurasIV.5 y IV.6.
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FiguraIV.5. EspectrodeRMN-’H de laisobutil metil cetonaanhidra.
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F¡gura IV.6. EspectrodeRMN-’H de la ilsobutil metil cetonasaturadacon agua.
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Estaseñalnospermitiríacuantificar la cantidadde aguaque seune a la proteína.La

intensidaddel pico deberíaserproporcionala la cantidadde aguaquesaturaala isobutil metil

cetonay queesmayorqueel valor de 150 gí agua/mlde disolvente,248obtenidaa partirde la

isotermadeabsorciónde aguade la isobutil metil cetonapura,paraun valorde a~ =1,0.

2. RMN ‘H del a2uaenun sistemabifásico

.

Con el fin de llevar a cabo un estudio de lo que ocurría cuando seañadía agua a una

reacciónenzimáticacatalizadaen medioorgánicosediseñóunamuestraprototiposobrela que

seanalizóla señalRMN ‘H del aguapresenteenla faseacuosa,dondeestabalaenzimay en la

faseorgánica,formadafundamentalmenteporel disolventeorgánico.Deestamaneraseanalizó

la redistribuciónquesufreel aguaentreun disolventeorgánicode característicasrelativamente

hidrófilasy entreel biocatalizadorenzimático,caracterizadoporlaexistenciade lacapade agua

quemantienesuconformacióncatalíticamenteactiva.

a) EstudiodeRMN‘H delaguapresenteen la fase orgánica

.

La identificaciónde laseñalRMN ‘1-1 del aguaconla correspondientelocalizacióndcl

desplazamientoquímico(8=3,66)realizadaenelexperimentoanteriorindicólapresenciadeagua

en estafase.La cuantificacióndel aguapresenteen la faseorgánicafue posible graciasa la

presenciade la referenciainternautilizadaque consistióen TMS al 10 % encloroformotal y

como se indicó en la Parte experimental.En la Tabla IV.16 se indican las señales

correspondientesal análisisRMN ‘H delaguade estafase.

248 Casa,R.M. (1994) TesinadeLicenciatura.Facultad de Farmacia.UniversidadComplutense.
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Tabla IV.16. RMN‘H del agua de la faseorgánicadel sistemabifásico,

Muestra 8 (ppm) Integral

Referencia 7,27 0,8240

-CH2- 2,955 8,3 192

Agua 3,642 1.2174

A partir de estosdatos vemosquela relaciónentre la intensidad de la señalRMN
1H del

agua (8=3,64)y la señalRMN ‘H del cloroformo(&=7,2) presentecomoreferenciainternaes

(1,5).

Figura IV.7. Espectro de RMN‘H del aguade la fhse orgánica de un sistema bifásico. Disolvente: isobutil
metil cetona.

‘o O!!.‘-y C±CJ

1 L~ ~g,~1g1
rrtitrrtt 1 rin rrtn~tTTriTtI~ ¡Ti! rflTl rrrrr1J~1Trrrfl1TrTrrIrflTrnIi1r!tfli rj U • U r i-j fl•

11 10 9 6 7 6 5 4 3 2 1
~pm)

La cuantificaciónde estaseñal-concentraciónmolar de agua-serealizó enbaseaun

cálculo que relacionalas integralesde las señales.Como se ha comentadoen la Parte
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experimernal,la muestradiseñadaparaesteensayoestabaformadapor 8 ml de isobutil metil

cetonay 1 ml de aguapor lo que la concentracióndel disolventeerade 7,1 M. Teniendoen

cuentaquela isobutil metil cetonatieneun grupometileno (-CH2-), cuyaseñaldeRMN
1H da

un doblete;estedobletecorresponderáa lamismaconcentraciónde gruposmetileno(7,1 1v!), y

la integral de la señalcorresponderáaunaconcentración14 M deprotones.Deestamanera,a

partirdela señalcorrespondientealgrupometileno,queaparececonundesplazamientoquímico

(8)de 2.955 ppm y con unaintegralde valor 8,319,sepuedecalcularla concentracióna la que

correspondela integraldela señal RMN ‘H del agua,cuyo valores1,2 17 y queaparecea3,64

ppm,tal y comosemuestraen laTabla(IV. 15). Realizandoestoscálculostenemosqueel agua

estaríaaunaconcentraciónde 1,07M. Estacantidadestámuy porencimade la necesariapara

lasaturacióndel disolvente,calculadaen 8,33 ~tmoles.248Asípuestenemosqueel aguaestaría

microdispersaen el medioorgánico.

b) Estudiodelaguapresenteen la fase acuosa

Seguidamenteserealizó el espectroRIvIN-’H de la faseacuosa,dondeseencontrabaa

enzima,paracuantificarel aguaunidaa laenzima.

En la Figura IV.8 semuestraun esquemacualitativo a fin de explicarla metodología

seguidaparala cuantificacióndel aguainvisible . Esteaguainvisible esel aguaqueduranteel

procesode registrodel espectrocambiade magnetizacióntanrápidamenteque no puedeser

detectadaporla técnica.Así enun espectrode aguapura(FiguraIV.8A), la integraldelaguapura

respectoalareferenciaTSP,TMS oCHCI
3poseeunvalordeterminado;siendoelaguatotal igual

248 Casa,R.M. (1994) TesinadeLicenciatura.Facultadde Farmacia. Universidad Complutense.
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al aguavisible (H2OT = H2O~~j. Cuandoseencuentraensusenounaproteína,laseñaldela figura

disminuyerespectoalaseñalde la referencia.Porello, tenemosqueH2OT> H2Ov,definiéndose

el aguainvisible como ladiferencia(H201 = H2O~ - Hfl~), enpresenciade la proteína.

FiguraIV.8. Determinacióndcl aguavisibley aguainvisible enRMIS-’H. A: EspectroRMN-’H del agua
en ausenciade laproteína.B: EspectrodeRMN-’H enpresenciadelaproteína.El TSPnoserepresentaen lamisma
escala que la resonancia del agua.

A B

I-t2OT=H2Ov+H20¡

—E

H2OT=H2Ov

1
—I

TSP

4,8 0
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Si en el caso anterior se dedujo que si la relación de intensidadesde las señales

agua/referenciaempleandoRMN-’H correspondíaa un valor de 1,07 M deaguaen el medio

orgánico,la relaciónde intensidades(TablaIV. 17) en estecasoentreel aguay la referencia

(14140/241)tieneunavalorde58,67,quecorrespondeaunaconcentración38 M deaguaen la

faseacuosadel sistemaempleado.

Comolaconcentracióndelaguapuraes55,5M, tenemosquede la concentraciónpresente
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de agua,el 69 % estácomoaguavisible enla faseacuosay el 31 %comoaguainvisible.

Tabla IV.17. RMN‘14 del agua presente en una fase acuosa (Figura lV.9).

Seflal 8 (ppni) Intensidad

Referencia 7,27 241

Agua 4,76 14140

En estecasoel espectroobtenidosemuestraen laFiguraIV.9.

Figura IV.9. Espectro RMN-’H del agua de la fase acuosa.

-t a

Y
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Estosresultados,aunqueimprecisos,indicabanque dentrode la faseacuosahabíaque

discernirentreel agualibre presentecomodisolventey el agualigadaa laproteína,quesería

invisible al RMiN-’H al transferirsu magnetizacióna los protonesde la proteína.Estehecho

quedóevidenciadocuandose procedióa unadepuraciónmásexhaustivadel espectro(Figura
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IV. 10)dondeseobservóunaseñalagudaquecorresponderíaal agualibrey ILma señalmuyancha

quecorresponderíaal aguaqueestabaligadaa laproteína.Esteensanchamientocorrespondea

unadisminucióndeltiempoderelajaciónT, (espín-red)delos ‘H delaguaunidaalaproteínapor

disminucióndesumovilidad, asícomoa unadisminucióndel tiempode relajación‘~2 (espín-

espín).Ambosefectosprovocaríanun ensanchamientode labandatal y comoseconcretóenla

Sección1.5.1.

Figura ¡V.b. Visualización de los dos tipos de agua a partir del espectro RMN‘H

una fase acuosa.

iT iTrrjt fil riTFUjl 1rit fi 11 flI’ii ITTTI flflTiTtrlTI TY1-nrrfltrtfl-fl-rtl-rrrrrrrt ttttrn
1iiir rrrrT-ytrIiTi1!p-n-,-rt1i-~1~fl

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

del aguapresenteen

Paracuantificarestosdostipos deaguasehizo uso,como enlos casosanterioresdelas

relacionesdelas señalesde los dostiposde aguacon la señalque correspondíaa la referencia
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interna.En estecaso,los resultadosnos llevaron aun 71 % deagualibre y un 29 % deagua

invisible al RMN, muy similaral determinadopreviamenteen el ajustemásgrosero.

Porotro ladosi comparamosel valordel desplazamientoquímicode la señaldelagua

libre (6 = 4,6997ppm) (FiguraIV.l0) con la de la señaldel agualibreenel casodelaguapura

(6 = 4,7650 ppm) (Figura IV.9), vemosquehayundesplazamientoa camposmásaltos,enel

casode estarpresentela proteína,deA6 0,0653 ppm.Estonosindicalaexistenciadedostipos

de intercambiode moléculasde aguacon la proteína.Unolento detectadoporlabandaanchay

otrorápido,queseveporestedesplazamientodelagualibre. Esteefectosedebeaqueal trabajar

a altastemperaturaslo que vemoses unaseñalpromediode los dos tipos de agua,el agua

verdareramentelibrey el aguade intercambiorápidocon la proteína.Estasseñalessólo serían

visiblesatemperaturaspróximasal cero absoluto.

Paracompletaresteestudioserealizóunexperimentodetransferenciade magnetización

sobrela faseacuosadel sistemabifásicodiseñado.La transferenciademagnetizaciónconsiste

enirradiar la señaldeRMN-’H del aguaadiferentesfrecuenciasobservandola variaciónde la

intensidadde laseñalal haberdostipos deagua;unounidoala proteína(bandaancha)y unode

agualibre (bandaaguda).Si bienrepresentanen realidadel promediodel aguarealmentelibre

y la que presentael intercambiorápido, ya que seríana diferente8 que el aguapura. Si

irradiamosafrecuenciasvariables,laseñalde magnetizaciónseríadiferentedeladel aguapura,

y la relaciónAObt/Ama. < 1, hastaque abandonemosla zonade la bandaancha,en cuyo caso

Aobt/A.n,ax = 1.

Los valoresde los cocientesde las áreasque cuantifican la intensidadde las señales

obtenidasfueron posteriormentenormalizadasa uno. De esta manera, se estudió el
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comportamientodelaguapresenteenestafaseacuosacuandolamuestraerairradiadaadiferentes

frecuencias y el resultadosecomparóconel obtenidocuandolaexperienciaserealizabaconuna

muestra de aguapura.Los resultadossemuestranenla FiguraIV.l 1 y seobservaun diferente

comportamiento en la transferenciademagnetizaciónentreel aguapuray el aguaconla LCRC.

Esto nos indica que en presenciade la lipasa hay un agua“invisible” que provocaque la

transferenciademagnetizaciónenestecasoseadiferenteacuandoel aguaestáen estadopuro.

El anchode dichabandaesde - 1 0~ a + 1 0~ Hz, o sea2~ 1 0~ Hz. Esto implica unosmicroentornos

muy diferentesde transferenciade magnetizaciónde los ‘1H que interaccionanconla proteína.

En la Figura IV.1 1 tambiénse presentanlos resultadosobtenidosal estudiar la

transferenciademagnetizacióndelaguacuandoestáenpresenciadelasisoenzimaspuras(LCRA

y LCRB). El perfil de las muestrasconteniendolasproteínasdifiere aúnmasquelapreparación

comercialrespectoal aguapura. Podemosapreciarqueel anchode la bandaasociadaal agua

unidaalaproteínaes< & 1 0~ Hz.Esto indicaqueestasisoformastienenunmayorcontenidode

agua“invisible” quela preparacióncomercialpuesal observarel comportamientoen un rango

de frecuenciasmásestrecho,vemosque la anchurade la transferenciacorrespondientea las

isoformasesmásancha( Aobt/Amax menor)quela de la preparacióncomercialy éstamenorde la

quecorrespondeal agua pura.

Si medimoslaalturamáximadelperfil quealcanzala representacióndel experimentodc

transferencia de magnetizacióncorrespondienteacadaunade las muestras,tenemosquesi al

aguase leasigmael valor de 100 %, el quecorrespondealaLCRCensoluciónacuosalaaltura

de superfil correspondea un 95 % de agualibre; y ademásimplica que por diferencia,hay

aproximadamenteun 5 % de aguafuertementeunida.
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Para el caso de LCRA, la altura del perfil de la representación corresponde a un 2 1 % de 

agua libre, por lo que tiene un 78 % de agua unida. Mientras que para el caso de LCRB, le 

corresponde un 12 % de agua en solución y 88 % de unida. Esto indica que la LCRA tiene más 

agua unida fuertemente que la LCREI, lo que indica su mayor hidrofília, hecho que quedará 

confirmado posteriormente con los análisis realizados por otro tipo de técnicas. 

Por tanto, cuando la transferencia de magnetización es mayor indica que hay una mayor 

cantidad de agua invisible, que altera el proceso de transferencia provocando que el 

comportamiento de la señal sea diferente del que corresponde al agua pura. 

Figura lV.ll. Ensayo de transferencia de magnetización para el agua presente en muestras de LCRC, 
LCRA y LCRES en solución acuosa comparadas con el ensayo en agua pura. 

1.2 

0.0 

-3E+4 -2E+4 -1E+4 OE+O lE+4 2E+4 3E+4 
HZ 

Una posible explicación sería que al tener la muestra comercial, LCRC, muchas 

impurezas hidrófilas, esta preparación retiene o invisibiliza poca agua. Por el contario, las lipasas 
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puras,quecarecende impurezashidrófilas,debeninvisibilizar másaguaal sermásaccesible.

De las diferenciasobservadasen las dos isoformascuya homologíaes del 80 %,

deducimosquela LCRA debetenermayornúmerode cavidadeshidrofóbicasensuestructura

dondeelaguaunidaintercambiaríalentamentecon el aguaexterna.

Por otro lado y continuandocon el estudiodel comportamientodel aguaenun medio

bifásico,seprocedióal cálculodelos tiemposde relajacióndel1H delaguapresenteencadauna

de lasdosfases,cuyoresultadosemuestraenlaTablaIV.l8. Los tiemposderelajaciónTíy T2

se determinaronempleandolas secuenciasde inversión, recuperacióny de Carr-Purcell-

Meiboom-Gil, respectivamente.

Tabla1V.18. Tiemposderelajaciónde los ‘E del aguacalculadosenparalas fasesestudiadas.

Muestra T, (seg) T
2 (mseg)

Fase acuosa 1,83 46,58

Fase orgánica 5,48 93,51

Los tiemposde relajación,T, y T2, correspondientesala faseacuosasonmáspequeños

quelos correspondientesal aguaen la faseorgánica.Estoesdebidoaqueen la faseorgánicala

presenciadeaguaesmuyinferiorcomparadaconlapresenteen lafaseacuosa.Enconsecuencia,

la recuperaciónmagnéticaal estadoinicial de un
1H del aguaen la faseorgánicaestámás

impedidaanteladificultadde optarporunarelajaciónespín-espínconelespínnucleardeun

de unamoléculadeaguavecina.
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3. Cuantificación del aguaunida a las ¡soformaspuras mediante la técnicade RMN

‘II.

El análisisde la presenciade aguaen las isoformaspuras,LCRA y LCRB, serealizó

tambiéna partir del estudiode los espectrosde RMN ‘H del aguade las correspondientes

muestrasjunto conotramuestrade aguapurade cantidadconocidaver FigurasIV.13, IV.14 y

IV. 15). La cuantificacióndel aguapresentese llevó acaboen relacióna la referenciapresente

en las muestras.Los resultadossemuestranenla TablaIV.19 dondeseindica la relaciónde la

señaldelaguacon respectoala referenciaparacadaunade la muestrasanalizadas.

Tabla 1V.19. Análisis de los espectros deRMN‘14 del agua en las isoformas puras (Figuras IV.13, IV.14
y IV.15).

Muestra
Señal

agua/señal
referencia

Agua libre (moles)
Agua inv¡s¡ble

(moles)
moles de

agua/proteína

Patrón de agua 346 2,77~lW’

Agua-LCRA 282 2,2610’ 6,4~lO’

Agua-LCRB 282 2,26l0~ $l0~ 6,210’

La relaciónentre la señaldel aguay lade la referenciaes lamismaenlas dosisoformas;

sin embargoteniendoencuentaelpesomolecularde lasmismas(64KDaparaLCRA y 62 KDa

paraLCRB) sedetectaunamayorpresenciade aguaunidaaLCRA que aLCRB, aunquela

diferenciano esmuynotable.

Si suponemosquela moléculade aguaesunaesferade 0,9 A de radioy las isoenzimas,

unaesferade 69 A de diámetro,249podemosdeterminarel gradoderecubrimientode la proteína.

249 Protein Data Bank.
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El númerode moléculasde aguaque recubrenla esferade la proteína,sedeterminóa

partir de la siguiente ecuación:

it(69 ¡ 2)2

~(0,9)2 - = 1, siendon = 1469moléculasde agua/moléculade proteína.

Como el número de moléculasde aguainvisible es:para LCR.A 6,4-10~y para LCRB

= 6,2-10~, tenemosque el númerode capasde aguaque intercambiancon la proteínason

respectivamente:

6,4-lo3
LCRA=z 43

1469

6,2-1o~
LCRiB= =4,2

1469

Así pueshay un equivalentea 4 capasde moléculasde aguaque intercambiansu

magnetizacióncon los hidrógenosde laproteínaduranteel tiempodeadquisicióndelespectro

deRMN.

Esteresultadoparececontradecirlaafirmacióntradicionaladmitidade quela isoenzima

A esmáshidrófobaquelaisoenzimaB, yaqueenelprocesodepurificaciónaquellaseeluyecon

etilénglicol.’89Estaafirmaciónfue reconfirmdaporOteroy col. 168 alestudiarelcomportamiento

de ambasisoenzimasen presencia deAOT empleandola técnicadefluorescencia.No obstante,

189 Rúa,M.; Diaz-Mouriflo, T.; Fernández,V.M.;Otero,C. y Ballesteros,A. (1993) Biochim. Biophys.Acta,1156,
181-189.

168 Otero,C.; Riia, M.L. y Robledo,L. (1995)FEBSLetters,360,202-206.
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yaestosautoresreconocenlamenorestabilidaddela lipasaB enmediostensoactivos,lo cualfue

corroborado por Calvo y col.169 un año después empleando diversos tensoactivos. Así pues

creemos que tanto el modelo dc las micelas reversas como elbasadoenlapurificaciónno resultan

óptimos para estudiar la hidrofobicidad de ambas isoenzimas dadala rápidadesnaturalización

del la LCRB. Comodatoa este respecto apuntaremos que la LCRA poseeun mayorcontenido

en azúcar (8 %) y laLCRB(3,6%), lo cual se opone a lahidrofiliaconsideradade lasisoenzimas.

Nuestros experimentos, al hacerse en ausencia de tensoactivos, sí que nos permiten medir

la verdadera hidrofilia de las enzimas y por ello los valoresrelativoscoincidenconel contenido

en azúcares de las isoformas, donde se unirán el mayor número de moléculas de agua.

Por ello la LCRA, invisibiliza másagua que la LCItB, a pesar de tener una proporción

de agua fuertemente unida.

Figura IV.12. RMN‘E del agua de una muestra formada por ~ it agua y 20 ~it de TMS/agua (20 mg/mt).
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169 Calvo, M.V.; Plou, F.J. y Ballesteros, A. (1996) BiocataL& Biotransformations,13, 271-285.
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Figura IV.13. RMN ‘H del agua de una muestra formada por 50 !~ agua, 5 mgde LCRAy 20 pl de
TMS/agua (20 mg/mí).
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Figura IV.14. RMN ‘H det aguade unamuestraformadapor 50 j.tl agua, 5 mg de LCRBy 20 pl de
TMS/agua (20 mg/mí).
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2.2. ANÁLISIS TERMICO DIFERENCIAL <ATD) Y ANÁLISIS

TERMOGRAVIMÉTRICO (ATG).

El otro problemaquenos propusimosabordarfue determinarel gradode hidrataciónde

los diferentespreparadosenzimáticossólidosobtenidosdelaliofilización. Comoseindicóenla

Introducción(Sección1.1), laestructurade laproteinaliofilizadaseve afectadaporel medioa

partir delcualseobtuvoy/o desugradodepureza.

Se hizo uso de la técnica de termoanálisis,cuyosprincipiosy basesfueroncomentadas

en la IntroduccióndeestaMemoria. Seemplearonparaesteensayola preparacióncomercial

suministrada por Sigma(LCRC),lacorrespondientepreparaciónsemipurificada(LCRS),lalipasa

hAB y las isoformaspuras(LCRA y LCRB).

1. Lipasa comercial de Candidarugosa.

El análisis termogravimétricode la LCRC se muestraen la Figura IV.15. De la

observación de dichagráficasecompruebaqueen principio hayunapérdidade pesode4,5 %

en el intervalodc temperaturadesde23 0C a 1350C, y que está asociado a un considerable efecto

endotérmico que aparece con un máximo ancho centrado a 71 0C. A continuaciónapareceuna

pérdidaparcial de pesoque correspondea 1,3 % asignada a la deshidrataciónde la lactosa

monohidratadapresenteenlapreparacióncomercial.250Esteprocesocausaun importanteefecto

endotérmicoqueapareceen un intervalode temperaturacomprendidoentre1350C y 1590C con

unpicoa1440C. La descomposiciónde la lactosapresenteenlapreparacióncomercialprovoca

2500ela Casa, R.M.; Sánchez-Montero, J.M.; Rojas, R. y Sinisterra, JA’. (1998)Biotechnol.Technoí,I2(II),823-

827.
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la aparición de un último efecto endotérmico cuando la temperatura supera los 200 OC.l15 El 

pequeño pico exotérmico fùe asociado por Gentilli y col. ll5 a la disolución de la lactosa en el 

medio. Estos resultados indican que el preparado comercial contiene una gran cantidad de lactosa 

monohidratada que se añadiría como aditivo estabilizante y cuya presencia es importante en la 

actividad de la enzima, estimada en un 30 % en peso del total.‘89 

Figura JY.15. Curvas de ATG y ATD para LCRC. 
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2. Lactosa monohidratada. 

Se realizaron los análisis ATD y ATG correspondientes a la lactosa pura monohidratada. 

De los resultados que se muestran en la Figura IV. 16, se deduce que está presente en la 

preparación comercial de LCRC como una entidad molecular diferenciada, ya que los picos 

correspondientes a la lactosa monohidratada están presentes en el análisis correspondiente a la 

preparación comercial (ver Figura IV. 15). Podemos ver que aparece un efecto exotérmico en el 

ll5 Gentili, A.; Curini, FL; Cernia, E. y D’Ascenzo, G. (1997) J. Mal. Catal. B: Enzymatic, 3,43-49. 

lg9 Sánchez-Montero, J.M.;Hamon, V.; Thomas,D.yLegoy,M.D. (1991)Biochim. Biophys. Acta, 1078,341-350. 
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determinarfácilmente,debidoala pérdidade pesode 1,3% asociadaalpico comprendidoentre

139 0C y 159Oc (Figura IV. 15) es provocada exclusivamente por la deshidratación de la lactosa

monohidratada.De ello deducimosquelapreparacióncomercialposeeun 67,8 % de contenido

proteicoy contaminantesy 32,2 % de lactosa.Estos resultadospuedenconsiderarsecomo

bastanteconcordantesconlos indicadosporSánchez-Monteroy col.’89Esteresultadoademásha

sido comprobado252 en base a las curvas de análisis termogravimétrico de muestras en las que se

habla mezclado LCRCy lactosa pura monohidratada en diferentes proporciones.

De estos resultados, podemos decir que en la enzima comercial liofilizada están presentes

dos tipos de agua:

- el agua débilmenteunidaal sólido.

- el agua de hidratación fuertemente unida, que es exclusiva de la lactosa monohidratada

añadida como aditivo por la casa comercial.

El primer tipo de agua se caracteriza porque se elimina con temperaturas menos elevadas

que el agua de cristalización.

3. Lipasa de Candidarugosa semipurifleada.

El siguiente paso de este estudio ha sido el análisis térmico de la lipasa de Candida

rugosacon diferentes grados de purificación.

La LCRSse ha obtenido tal y como se describió en la Parteexperimentala partir de una

diálisis en agua con una membrana de corte de 12 KDay posterior liofilización.

En principio, según se observa en el ATDen la Figura IV.17 que debido al proceso de

189 Sánchez-Montero, J.h4.; Hamon,V.;Thomas,D.yLegoy,MO. (1991)Biochim.Biophys.Acta,1078,341-350.

252 Sinisterra, J.V. y Rojas, R. (aceptado, pendiente de publicación).
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semipwificación no se observa ningún pico correspondiente a la lactosa monohidratada ya que 

ha sido eliminada. Por otro lado aparece por debajo de 200 “C un pico endotérmico que 

corresponde según el ATG a una pérdida de peso correspondiente a 9 % aproximadamente. El 

efecto endotérmico oscila en un intervalo comprendido entre 28 “C a 160 OC, y un pico a 52 “C. 

Este pico aparece a unos 20 “C por debajo de la temperatura a la que apareció el primer pico 

endotérmico en la curva del ATD de la LCRC (ver Figura IV. 15). Por tanto, se confirma que con 

el proceso de semipurificación se ha retirado la lactosa monohidratada. 

Figura IV. 17. Curvas de ATD y ATG de LCRS. 
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4. Lipasa A de Candida rugosa. 

En la preparación comercial y semipurificada (LCRC y LCRS) no se puede determinar 

el número de moléculas de agua unido a la proteína, ya que aunque en la LCRS no hay lactosa, 

como se deduce del analisis térmico, la dialisis no elimina totalmente todos los contaminantes 

que puede tener la preparación; por eso, el siguiente paso en nuestro estudio fue realizar el 

analisis térmico de las isoformas puras, LCRA y LCRB, obtenidas por el método de purificación 
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En la Figura IV. 18 el ATD de LCRA muestra un pequeño pico a unos 29 OC, en el 

intervalo comprendido entre 19 “C y 100 OC, correspondiente a una pérdida de peso de 12,8 % 

según lo muestra la curva de ATG. 

Figura IV.18. Curvas de ATD y ATG de la LCRA. 
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5. Lipasa B de Candida rugosa. 

Para LCRF3 no se observa ningún efecto térmico en la curva de ATD (ver Figura IV. 19). 

Sin embargo, la curva de ATG muestra un paso marcado en el intervalo comprendido entre 26 

“C a 110 OC, correspondiente a una pérdida de peso de 6,2 %, según el análisis ATG. 

80 

172Rúa, M.; Díaz-Mouriño, T.; Fernández, V.M.; Otero, C. y Ballesteros, A. (1993)Biochim. Biophys. Acta. 1156. 
181-189. 
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Figura lV.19. Curvas de ATG y ATD de LCRB. 
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A partir de las curvas de ATG y ATD se deduce que las moléculas de agua de las 

isoformas LCRA y LCRB están débilmente unidas a la proteína. Es más fácil retirar el agua de 

las isoformas puras que la presente en la preparación comercial o la preparación semipurificada, 

ya que el pico endotérmico aparece con temperaturas más bajas en LCRA (a 29 “C) y LCRE3 

(donde no aparece pico endotérmico) que en la LCRS (a 52 “C) y LCRC (144 OC). Es posible que 

sean las impurezas presentes en LCRS y sobre todo en LCRC las que retienen moléculas de agua 

de una manera más fuerte, que en el caso de las enzimas puras, donde se han eliminado a lo largo 

del proceso de purificación 

Por otro lado, la presencia de una mayor proporción de azucares en la LCRA (8%) 

favorece la existencia de mayor cantidad de agua en el liófilo que en la LCRB. El cálculo 

realizado, teniendo en cuenta el peso molecular descrito por Rúa y col. 172 para las dos isoenzimas 

(64 KDa para LCRA y 62 KDa para LCRE3) da como resultado una relación de moléculas de agua 

17*Rúa, M.; Díaz-Mourifio, T.; Fernández, V.M.; Otero, C. y Ballesteros, A. (1993)Biochim. Biophys. Acta, 1156, 
181-189. 
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pormoléculade proteínamayorenla LCRA, con 522; queenla LCRB, con 220; portanto,el

contenidoenaguadeLCRA esmayorqueenla LCRB. Asumiendoquelamoléculadeaguatiene

una esferadc 0,9 A de radio y la lipasa de Candidarugosaconsisteenunaesferade 69 A de

diámetro,249sepuededecirqueel aguacubreun 10 % de la superficiede LCRA y tansóloun 4

%de la LCRB. El estudiodelaguaunidaalas proteínasenestadosólidonosmuestraunamayor

diferenciaentre la LCRA y laLCRB, lo cual sedeberáahorafundamentalmentea sudiferente

grado de hidratación.

6. Lipasa UAB.

En la Figura IV.20 se muestran los resultados correspondientes a la lipasa UAB. Su

ATG/ATD es diferente del de la lipasa comercial (LCRC) a pesar de tener un contenido en

proteínasimilar (Tabla IV.1) y de habersedializado frentea una disolución de lactosa.No

obstante,no seaprecianaquípicosclarosde la lactosamonohidratada(FiguraIV. 15) a 135 0C

y 220 oc. Deello sededucequeen lamuestraliofilizada no existeestaespecie.Estoyaha sido

comprobadoporotromiembrodenuestrogrupoen el casode la lipasadeRhmiehei.253

El ATG/ATD muestraquela lipasaUAB tieneunamayorhidratación,puesla primera

pérdidade pesode 10 % estáasociadaal pico entre20 y iso 0C. Esteaguapareceestarmuy

fuertemente unidaal sólido.El pico a 169 0C esdebidoal medioUAB253y el queaparecea200

0C se asocia a ladescomposiciónde lamuestra.

La única explicación puede ser que al teneruna diferentecomposiciónen isoforrnas

(lablaIV.6) provoquequeel aguaseamásfuertementeretenidaenel casodela lipasaUAB que

249 ProteinDataBank,

253 Carballeira,D. TesinadeLicenciatura(1999). Facultad de Farmacia. Universidad Complutense de Madrid.
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en el caso de la LCRC. 

Figura IV.20. Curvas de ATG y ATD de la lipasa UAJ3. 
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En la Tabla IV.20 se representa la pérdida de peso experimentada en cada una de las 

preparaciones analizadas y deducida a partir del análisis ATG. Estos resultados pueden arrojar 

nueva luz a la hora de interpretar los resultados de la Tabla IV.7 donde se comparaban las 

actividades de las enzimas liofilizadas en la síntesis del oleato de heptilo. Así el menor grado de 

hidratación del liófilo LCRB puede explicar su mayor actividad (6,O.10” mmol ester/mg de 

proteína-h) comparada con la LCRB (0,048 mol ester/mg proteína-h). Lo mismo pude decirse de 

la LCRC más activa y menos hidratada que el liófilo de la lipasa LCRS, que es menos activa. 

7. Dextranos de diferente peso molecular. 

En la Figura IV.2 1 correspondiente al análisis de un dextrano de 6 KDa de peso molecular 

y en la Figura IV.22 perteneciente a un dextrano de 10 KDa de peso molecular podemos observar 

que existe un comportamiento similar en ambas muestras. Aparece un pico endotérmico que, 

según el ATG, corresponde a una pérdida de peso de aproximadamente 10 %. Este pico 
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endotérmico oscila entre 23 “C y 100 OC, con un pico endotérmico alrededor de 60 “C. 

Figura IV.21. Curvas de ATG/ATD de un dextrano de 6 KDa de peso molecular. 
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Figura IV.22. Curvas de ATG/ATD de un dextrano de 10 KDa de peso molecular 
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Tabla IV.20. Pérdidadepeso

Enzima

LCRC

LCRS

LCRA

LCRB

HAB
a Intervalo de temperatura para

Referido a la proteína.
Sin máximo definido.

de lipasas de Candidarugosacon diferente grado de purificación.

T (0C) Perdida de peso (%)

23-135 (710C) ~4,5(
64)b

26-16O(52
0C) -9

l5-160(290C) -12,8

26-100’ -6,2

20-150’ -10

el paso y pico endotérmico asociado (entre paréntesis).

Estosresultadospuedenarrojarnuevaluzalahorade interpretarlos queaparecenen la

TablaIV.7, dondesecomparabanlas actividadesde lasenzimasliofilizadas en la esterificación

del oleatode heptilo.

Así el menorgradode hidratacióndelliófilo LCRB puedeexplicarsumayorgradode

actividad(0,0060mmol ester/mgproteína~h)comparadacon lade LCRA (0,048mmol ester/mg

proteína~h).

Lo mismopuededecirsede la LCRC. másactiva y menoshidratada que el liófilo LCRS,

que es menos activa.
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2.3. ISOTERMAS DE SORdÓN DE AGUA.

1. Isoterma de adsorción de aguade la preparación enzimáticasólida en aire

.

El valor de ¾puedesermedidopor numerososmétodostal y comosecomentóen la

Introducciónde estaMemoria.Paranuestroestudioseha empleadoun captadorelectrónicode

humedad cuyo funcionamientose basa en la conductividad de un electrolito que está

condicionadapor la presiónparcialde vaporde agua.Lasmedidasseefectuarondespuésde la

calibracióndel aparatocon la ayudadeunaseriede salespatrónde¾conocida(verTabla111.5).

Enla FiguraIV.23 serepresentala isotermade adsorciónde aguade la lipasacomercial

de Candidarugosa.A partirde superfil podemosconocerel estadodehidrataciónde la enzima

y cualesla disposicióndel aguaenel entornodelbiocatalizador.

Puedeobservarseen el perfil de estaisotermala existenciade doszonas:

i) Unazonacomprendidaentrelos valoresde ¾= O Y ¾= 0,6 quepuedeconsiderarse

lineal. Estazonacorrespondea la formaciónde la monocapay se caracterizaporquesu final

representael contenidode aguanecesariomínimoparaquela enzimapresentesuconfiguración

catalíticamenteactiva.La alteracióndeestamonocapaconllevaríala correspondientepérdidade

actividad.

u) Unasegundazonadondeel biocatalizadorestaríacubiertopormulticapasdeagua.Esta

zonacorresponderíaal tramocomprendidoentreunvalorde¾= 0,6hastael estadodesaturación

en aguade la proteína.La primera zona descritaen la isotermateórica (ver Figura1.4),

correspondientealaguamuy fuertementeunidaporunioneshidrógenoo agrupamientospolares

de la proteínano puedeobservarsedadoel errorexperimentalde mediday al reducidonúmero
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de moléculasde aguaexistentesen estazonay queseestimaen la bibliografiaen menosde 0,1

% en pesoreferidoala muestra.”7

FiguraIV.23. Isotermadeadsorciónde aguade lalipasadeCandidarugosa(LCRC).
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Comosehacomentadoalo largodeestaMemoria,la preparaciónsuministradaporSigma

contieneimpurezascomola lactosay otroscontaminantescomopequeñospéptidosqueinfluyen

en el estadode hidrataciónde la preparacióny modificanla isotermade adsorciónde agua.Ya

que estassustancias,de naturalezahidroifilca, tambiénreaccionancon el agua.Por eso, se

procedióa larealizacióndelaisotermadeadsorcióndeunamuestradelipasadeCandidarugosa

semipurificada(LCRS) (verFiguraIV.24).

117

Oubicza,L. y Kelemen-Horváth,1. (1993)J MoL Cato!?,84,L27.
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FiguraIV.24. Isoterma de adsorciónde aguade la lipasadeCandidarugosasemipurificada (LCRS).
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Puedecomprobarseque tras la eliminaciónde la lactosael perfil de la isotermaha

cambiadonotablementeen relacióna la preparacióncomercial.Podemoscomprobarquese

necesitaunamenorcantidaddeaguaparaalcanzarel mismovalor dea,,. La partedela curvaque

correspondeal aguaqueformalamonocapaestácomprendidaentreunvalordea,, Oya,, 0,6,

quecorrespondeaun contenidoen aguade0,1 mgde agualgdemuestra;mientrasqueenelcaso

de LCRC, paraalcanzarel mismovalor de a,, 0,6, necesitaba0,22mg de agua/gde muestra.

Otra diferenciasignificativa estaríarelacionadaconel segundotramo de la curva, que termina

cuandola enzimaalcanzael estadode saturaciónen aguacon una a,, 1, Sin embargo,con

LCRS esteestadose alcanzacon0,5 mgde agua/gde muestra,mientrasqueen la preparación

comercial,necesitabael doble (1 mg de agua/gde muestra)parallegar a estasaturación.Los

resultadosde lasFigurasIV.23 y IV.24 indicanque parahidratartotalmentela superficiedel

sólido (LCRS) senecesitala mitaddeaguaqueparael casode laLCRC. Estopuededebersea

queen el procesode purificaciónse haneliminado ionesy sustanciashidrófilas que adsorben

muchoagua.
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Debemosindicarquela contradicciónaparenteentreestosresultadosylosobtenidospor

analisistermogravimétrico(TablaIV.20), no debenconsiderarsecomotales,puessetratade dos

metodologíasde análisistotalmentediferentes.Mientrasel ATG estudiala pérdidade pesode

la totalidaddel sólido, la técnicade las isotermasde adsorciónestudiala hidrataciónprogresiva

de la superficie del sólido, que esla que forma la superficiecatalíticaútil en contactocon el

mediodereacción.No obstante,el procesodesemipurificaciónno proporcionaunapreparación

proteicade totalpureza,porquepuedehaberotrasproteínasy péptidosde naturalezano lipásica

queno sehaneliminadoenladiálisis lo cualnosimposibilita medirel gradode hidrataciónde

la lipasasólida.Poreso,seprocedióa la realizaciónde la isotermade adsorciónde aguade las

isoformaspuras,LCRA y LCRB (ver FiguraIV.25).

Comoseobservaenelperfil de las curvas(FiguraIV.25), la cantidadde aguaconla que

sesaturacadapreparadoesaproximadamente0,15 mg de agualgde muestraparaalcanzarun

valor de a~ 1. Estecontenidoenaguaesmuy inferior al requeridoparala LCRS (0,5 mg de

agua/gdemuestra)yestápordebajodelexigidoparaLCRC(1,1 mgde agua/gdemuestra).Con

ello quedaconfirmadoatravésdelprocesode semipurificacióny sobretodo con el procesode

purificaciónsehaneliminadosustanciashidrofilicasquepuedenalterarel estadode hidratación

delbiocatalizadorsólido.
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Figura IV.25. Isotermas de adsorción de agua de las isoformas puras LCRA y LCRB. 
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Por otro lado, las isotermas de adsorción de agua de ambas isoenzimas semipurificadas 

son muy semejantes debido a la similitud estructural que presentan LCRA y LCRB con un 84 % 

de homología, 173 lo cual provoca que la superficie de las partículas liofilizadas sólidas presente 

un grado muy similar de susceptibilidad frente a la hidratación. 

En el análisis de las isotermas de sorción de agua de estas isoenzimas se comprueba que 

el perfil de la curva correspondiente a LCRB transcurre por debajo del que pertenece a LCRA, 

esto es, que para llegar al mismo valor de ha, la LCRB necesita la adición de menos agua que la 

LCRA, por lo que esta última tiene mayor carácter hidrofilico. A modo de ejemplo, podemos 

observar que para una a, = 0,7, la LCRA adsorbe aproximadamente 0,14 moles de agua por mol 

de proteína, mientras que la LCRB sólo requiere 0,l moles de agua por mol de proteína. Estos 

datos son coincidentes con los obtenidos tanto por RMN-1H en solución (Sección IV.2.2.1) o por 

análisis termogravimétrico (Sección IV.2.2.2) y que han de correlacionarse con el mayor 

173 Lotti, M.; Gr an d ori, R.; Fusetti, F.; Longhi, S.; Brocca. S.: Tramontano, A. y AIberghina, L. (1993) Gene, 124, 
45-55. 
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contenidoen azúcaresde LCRA que LCRB,’~ quehaceque laprimeraadsorbamásaguaquela

segunda.

Tambiénserealizó la isotermade adsorciónde aguade la lipasaUAB, obtenidatal y

comosedescribióenlaParteexperimentalmonitorizandolas condicionesde fermentación.En

estecaso,presentamosel perfil de la curvaenla FiguraIV.26 comparándolacon la LCRC, ya

queambasdebenconsiderarseenzimasno purificadas.

Podemosobservarqueel tramocorrespondientea la formaciónde la monocapade agua

llegahastaunvalor de a~ z 0,8 parala UAB, mientrasqueparaLCRCes0,6. Estoselogracon

la adiciónde0,03 mg deagualgdeUAB, mientrasqueen el casode LCRC senecesita0,35 mg

deagua/gdemuestra,lo cualindicaquela UAB necesita10 vecesmenosaguaquelaLCRC para

completarlaprimeracapadehidrataciónnecesariaparaadquirirsuconformacióncataliticamente

activaenla superficiedel sólido. Seobservaademásquea partirde a~= 0,8, el valor de a,~ no

varíanotablementeaún añadiendocantidadescrecientesde agua, lo cual significa que la

preparaciónyaseencuentraenunestadode saturación.Estesealcanzaconuncontenidoenagua

(z0,5 mg de agua/gde muestra)inferior al que requierela LCRC (zl,l mg de agualgde

muestra).Es porello por lo que la lipasaUAB presentaunapobreactividaden la síntesisdel

oleato de heptilo (Tabla IV.7) ya que con poca agua producidaduranteel proceso, el

biocatalizadorsólidoestaríatotalmentehidratadoy no conduciríaala síntesis.Porel contrario,

la LCRC puedeabsorbermásaguay por ello esmenossensiblea la desactivaciónporagua.

Estosresultadosserelacionanfácilmentecon la mayorpérdidade pesodetectadapor

ATG en el casode la lipasaUAB (- 10 %) queen el casode la LCRC (- 4,5 %) (TablaIV.20).

172 Rús, M.; Diaz-Mourifio,T.; Fernández,V.M.; Otero, C. y Ballesteros,A. (1993)B¡ochim.Biophys.Acta,1156,

181-189.
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La lipasa UAB estaria más hidratada por lo que es más fácil llegar a una hidratación de la 

superficie en el caso de la lipasa comercial (LCRC). 

Figura IV.26. Isoterma de adsorción de agua de la lipasa UAB. 
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Para ver como afectaba a la isoterma de adsorción de agua la modificación con dextrano 

se realizó la isoterma de adsorción de agua de una preparación modificada no covalentemente de 

la LCRS con dextranos de 10 Kda (LCRm), para comprobar como afectaba al grado de 

hidratación la presencia de un dextrano y cómo influía en la interacción de la enzima con el agua. 

El perfil de la isoterma se muestra en la Figura IV.27, donde se compara con la isoterma de 

adsorción de agua de la LCRS, ya que fue esta preparación a partir de la cual se realizó este tipo 

de modificación. 

Podemos observar que la isoterma correspondiente ala preparación modificada transcurre 

por debajo de la LCRS. De acuerdo con lo observado hasta ahora, hemos de decir que el dextrano 

unido no covalentemente a la enzima debe formar un sólido que retiene mucho agua., por lo cual 

la hidratación de la superficie del sólido se realiza con facilidad, necesitándose muy poco agua 

para lograrlo. 
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Figura lV.27. Isoterma de adsorción de agua de la preparación LCRS (50 mg) modificada no 
covalentemente con dextranos de 10 KDa (50 mg). 
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2. Isoterma de absorción de los disolventes. 

En Figura IV.26 se representan las isotermas de absorción de agua de los diferentes 

disolventes empleados, caracterizados por tener diferente log P (Tabla IV.4) y en consecuencia 

distinta hidrofobicidad, como se comprueba al estudiar el diferente comportamiento que tiene 

cada uno de ellos frente al agua. 

Podemos observar que cuanto más hidrofóbico es el disolvente, rechaza el agua hacia la 

fase vapor aumentando P, para una misma cantidad de agua añadida. Por tanto, pequeñas 

adiciones de agua producen un gran aumento en la a, en disolventes con alto log P como en el 

caso del isooctano (log P = 5,lS) y ciclohexano (log P = 3,44). Se observa que el isooctano 

absorbe una mayor cantidad de agua que el ciclohexano para a, > 0,8. Este aspecto podría 

explicarse en base a la geometría de las moléculas. Las moléculas pseudoesféricas de isooctano 

pueden aceptar más moléculas de agua en los espacios presentes entre las moléculas, mientras 

que las moléculas cíclicas de ciclohexano podrían presentar un empaquetamiento más compacto 

en estado líquido y por tanto admite una menor cantidad de agua. 
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Endisolventesmáshidrofilicos el cambiodependienteenlascurvasseproduceconuna

mayorcantidadde aguaañadidaen relaciónalos disolventeshidrófobos.En el casodel 1,1,1-

tricloroetanoy el éterdiisopropílico,laproximidadenel logP semanifiestaenla semejanzade

la curva de absorciónde agua,sin embargo,pareceque segúnel perfil de la isotermael éter

diisopropilico esmáshidrofóbicoque el 1,1,1-tricloroetanodebidoa quela isotermade éste

último transcurreporvaloresinferioresde a~,contrariamentealo queindicansusvaloresde log

P (2,49y 1,52,respectivamente);laexplicaciónaestehechopuededarseenbaseaquecuentan

condiferentecoeficientedeHildebrand,254cuyovaloresparael 1,1,1-tricloroetanode 9,5cal/cm3

y parael éterdiisopropílicode 8 = 7,1 cal/cm3.Estevalorestárelacionadocon el carácterpolar

del disolventeorgánicoy favorecela interacciónconmoléculaspolarescomoesel casodelagua.

Conunvaloralto de8 seabsorbemayorcantidadde aguaporel disolventeorgánico,siempreque

las otraspropiedadesfisico-quimicaspermanezcanconstantes.Deestamanera,vemosqueel

1,1,1-tricloroetanotienemayorlog Ppero mayor 8 que eléterdiisopropilico,de acuerdoa su

alto momentodipolar.Por tanto,el 1,1,1-tricloroetano,a altosvaloresde ¾absorbeun mayor

contenidoenagua(moléculapolar)queel éterdiisopropílicoy poresto,el 1,1,1-tricloroetano

parecemáshidrofilico queel éterdiisopropilicodebidoaquela isotermadeabsorciónde agua

seinclinaantesqueenel casodel éter.

Enel casodelaisobutil metil cetona,alserel disolventemáshidrofilico de los estudiados

(log P = 1,31),absorbetodoel aguaañadiday portantoun alto contenidode aguaadicionada

provocapequeñosincrementosenel valor de ¾•Así vemosquelaadiciónde 0,08g de agua/ml

dedisolventedaun valorde ¾= 0,6parala isobutil metil cetona,mientrasqueparael isooctano

254 Brink, L. y Tramper, 1. (1985) B¡otechnoLBioeng.,27, 1285-1269.
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es de a, = 0,83. 

Queda demostrado de esta manera que, la isoterma de absorción de agua de un disolvente, 

está relacionada con la hidrofobicidad del mismo, representada por su log P. No obstante, hay que 

tener en cuenta otras propiedades físico-químicas del disolvente como es el caso del coeficiente 

de Hyldebrand o la forma de la molécula. 

Figura lV.28. Isoterma de absorción de agua de los disolventes. 
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3. Isoterma de sorción de la mezcla de la lipasa v disolvente orpánico. 

La isoterma de absorción de agua del biocatalizador en el disolvente se preparó a partir 

de 0,2 g de biocatalizador en presencia de 1 ml del correspondiente disolvente, ambos 

componentes desecados por separado, como se especificó en la Parte experimental. Esta 

proporción fue diseñada experimentalmente porque corresponde al estado del sólido sumergido 

en el disolvente y representa de esta manera las condiciones que puede tener el microentorno del 

biocataliiador. Sobre esta mezcla se fueron añadiendo cantidades crecientes de agua medidas en 

microlitros; en este caso se ha optado por referirlo al peso del biocatalizador sólido, es decir, g 

de agua por g de disolvente. La primera zona de la curva teórica (ver Figura 1.3) no puede verse 
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al igual que ocurria en el caso de la isoterma de adsorción de agua de la enzima debido al 

pequeño número de moléculas de agua que están presentes,“’ apreciándose únicamente las dos 

últimas zonas de esta curva. 

En la Figura IV.29 se muestran los resultados obtenidos con LCRC en presencia de 

isooctano, caracterizado por ser un disolvente de alta hidrofobicidad. El perfil de la isoterma se 

presenta junto con la isoterma de adsorción de la lipasa en aire y junto a la isoterma de absorción 

del disolvente. 

1.5 

Figura lV.29. Isoterma de sorción de agua de la LCRC en isooctano. 
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Se observa que el comportamiento del biocatalizador humedecido por el disolvente es 

diferente del que presentan ambos componentes por separado. Puede comprobarse cómo la 

isoterma de adsorción de la enzima en aire se cruza para un valor de a, = 0,32 con la isoterma de 

sorción de la enzima en el disolvente. Además vemos que para valores de a, inferiores a 0,32, 

la isoterma de LCRC en isooctano es ligeramente superior a la isoterma de la LCRC en aire; 

mientras que para valores de a, superiores a 0,32, ocurre justamente lo contrario. Podemos 

ll7 Gubicza, L. y Kelemen-Horvàth, 1. (1993) J. Mal. Catal., 84, L27. 
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justificar estecomportamientoen basea queen la primerazonade la isotermael disolventese

encontraríasecoy elbiocatalizadordeshidratadoy ambosestaríanenunasituacióndeavidezpor

el aguaparaconseguirun estadode saturaciónparael disolventey de rehidrataciónparael

biocatalizador.Por tanto, el sistemade enzimay disolventenecesitamásaguaparallegar al

mismo valor de ¾que enel caso de la LCRC sola. En la segundazona,el isooctanoestá

saturadoenaguay rechazanuevasadicionesde moléculasde aguaevitandoporotro lado la

hidratacióndelbiocatalizador.Portanto,enestazonaelbiocatalizadorestámenoshidratadoque

cuandoestásolo, yaquealcanzael mismovalorde ¾conunamenorcantidadde agua.

En el casode la isotermase sorciánde la LCRC en ciclohexano, los resultadosse

muestranenla FiguraIV.30. En estecasopodemoscomprobarqueal tratarsede un disolvente

lipoide también tiene un comportamientosemejanteal caso antes discutido. Al tener

característicasmenoshidrofóbicas,el valor de a,,dondela isotermade sorciónde aguade la

LCRC enciclohexanosecruzacon la isotermade adsorciónde aguade la LCRC enaireesde

0,66, superioral casodel isooctano(¾= 0,32).Igualmentepodemosverqueparavaloresde ¾

inferioresa 0,66 la isotermade la LCRC en ciclohexanoessuperiora la de la LCRC en aire

debidocomohemoscomentadoanteriormenteaqueel sistemaformadoporel biocatalizadorcon

el disolventenecesitamásaguaqueen el casode laenzimaenaireparallegaralmismovalorde

¾~La explicaciónaestehechoesquetantoel disolventequeestáseco,comoel biocatalizador,

queestádeshidratado,necesitanaguapararecuperarsuestadonatural.Dela mismamanera,para

valoresde ¾superioresa 0,66esla isotermade LCRC en aire la quetienevaloresmayoresya

queel disolventeyaseha saturadoenaguay rechazanuevasadicionesdemoléculasde agua

enviándolashaciael biocatalizador;poresoapartir de estevalorde ¾el sistemaformadopor

la LCRCy el ciclohexanonecesitamenoscantidaddeaguaparallegaralmismovalorde a,,que
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en el caso de la isoterma de adsorción de LCRC en aire. 

Figura lV.30. Isoterma de sorción de agua de LCRC en ciclohexano. 

1.5 

il 
8 
g 1.0 

-2 
bn 
-2 
2 0.5 
d 
brl 

0.0 

0.15 

2 
m 
2 

0.10 3 
-ü 
a 

ã 
0.05 3 

2 

0 LCRC en aire 

Ciclohexano 

A LCRC en 

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 
AW 

Figura lV.31. Isoterma de sorción de agua de la LCRC en l,l, l-tricloroetano. 
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En el caso de la isoterma de sorción de agua de la LCRC en 1, 1,l -tricloroetano (ver 

Figura IV.3 1) el perfil de la curva cuando el biocatalizador está sólo también varia de cuando está 

en presencia de este disolvente de características más bidrofilicas que los anteriores, pues tiene 
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un log P = 2,49. En este caso, el valor de a, donde se produce el corte de ambas curvas se 

produce a 0,68, correspondiendo aproximadamente auna adición de 0,48 g de agua/g de muestra. 

Para el caso de la isoterma de sorción de agua de la LCRC en éter diisopropílico (log P 

= 1,52) se representa en la Figura IV.32. El valor de a, en el que se produce el cruce de la 

isoterma de adsorción del biocatalizador en aire con la isoterma de sorción de LCRC en el 

disolvente es 0,7, y corresponde aproximadamente a una adición de 0,48 g de agua/g de muestra. 

Figura IV.32. Isoterma de sorción de agua de LCRC en éter diisopropílico. 
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En estos dos últimos casos de comportamiento tan parecido observamos que en principio 

el disolvente del sistema absorbe todo el agua, debido a su hidrofilia, hasta que se hidrata 

mínimamente. Por ello, el sistema se comporta como si sólo estuviera presente el disolvente. 

Por último, en el caso de un disolvente más hidrofilico como es el caso de la isobutil metil 

cetona (log P = 1,3 1) observamos un desplazamiento del valor de a, donde se cortan ambas 

curvas hacia valores más altos, en este caso es de 0,85. El perfil de las isoterma de sorción de la 

LCRC en este disolvente se muestra en la Figura IV.33, donde se observa que a valores de a, 

superiores la a, donde se produce el cruce de las dos isotermas, la curva del sistema formado por 
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LCRC con el disolvente transcurre por encima de la curva correspondiente al biocatalizador sólo, 

debido a la alta hidrofilia del disolvente que tiende a absorber grandes cantidades de agua en 

comparación con los otros disolventes estudiados.81 Esto podría explicar la razón por la que 

disolventes con log P < 2 no son útiles para reacciones de esterificación.‘~‘3 

Figura lV.33. Isoterma de sorción de agua de LCRC en isobutil metil cetona. 
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McMinn y ~01.~~ también han realizado estudios comparativos del comportamiento de 

diferentes suspensiones enzimáticas en diferentes disolventes. Estos autores afirman que a bajos 

valores de a, el perfil de la isoterma es muy similar en todas las suspensiones estudiadas; 

considerando que este comportamiento se puede predecir empleando un modelo termodinámico 

en el que se asume que el agua se une selectivamente a residuos ionizables de la superficie de la 

proteína. En nuestro caso, este comportamiento a bajos valores de a, también es similar, pero hay 

*IDe la Casa, R.M.; Sánchez-Montero, J.M. y Sinisterra, J.V. (1996) Biotechnol. Lett., 18, 19. 

’ Vermiie, M.H. y Tramper, J. (1995) Pure & Appl. Chem., 67,345-373. 

l3 Arroyo, M. y Sinisterra, J.V. (1994) J. Org. Chem., 59,4410-7. 

47 McMinn, J.H.; Sowa, M.J.; Chanick, S.B.; Paula&, M.E. (1993) Biopolymers, 33,1213-1224. 
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que teneren cuentaque para la realizaciónde cadaisotermasepartió de un biocatalizador

totalmenteseco;paraello, previamentehabíasido sometidoaun tratamientode desecaciónen

P4O~y encontactoconunabombadevacío;por lo quesuavidezporelaguaespatenteenlos

primerostramosdecadaisotermaensayada.

Por tanto, a la hora de determinarla cantidadde aguanecesariaparaque la enzima

presentesu confonnacióncatalíticamenteactiva en medio orgánico,es necesariodeducir la

cantidadde aguaquenecesitaapartirde la isotermadesorciónde aguadel biocatalizadorencl

disolventeelegido,ya quecomohemospodidocomprobarla isotermadel sistemaesdiferente

de la que tiene el disolventeaisladoy de la quetiene la enzimaporseparado.Por tanto, las

isotermasde cadauno de los componentesno puedenemplearseparadescribirel nivel de

hidratacióndel microentomodelbiocatalizadorsólidoenel disolventede referencia.
248

Esto contradicelos resultadosexpuestosporLeey col.255queal estudiarel efectode¾

en la hidratacióndel biocatalizadory en la velocidadde reacciónde laenzimaen disolventes

orgánicos,consideranquelas isotermasde sorciónde la proteínaen medioorgánicono tienen

dependenciasignificativaconlaspropiedadesdel disolventeo de lanaturalezade la proteína.Si

bien,estosautoressí confirmaronque la relaciónentrela velocidadenzimáticay la ¾cambió

en funciónde las propiedadesdel disolventeempleadocomo medio de reacción,talescomo

hidrofobicidady la solubilidaddel aguaen el disolvente.

Por otro lado Zaks y Klibanov46 han confirmadoque es a travésde las isotermasde

sordónde aguadeun biocatalizadoren el senode un disolvente,elmejormétodoparaestimar

248 Gubicza,L. y Kelenien-Horváth,1. (1993)£ Mo!. Cataí, 84, L27.

255 Lee, SE.;y Kim, K.-J. (1995)J.Ferment.Rioeng.,79(5), 473-8.

46 Zaks, A. y Klibanov, AM. (1988)J fijo! Chem.,263, 8017-8021.
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el contenidode aguaquesedebeañadiraun sistemaparaobtenerlamáximaactividadcatalítica

y que es la cantidadde aguaque rodeaa la superficie de la enzimasólida la que influye

directamenteensuactividad.

Deestamanera,podemosdecirque en el casode los disolventeshidrófobosestudiados

(con log P> 3) cuandoel valor de ¾essuperiora la a,, dondesecortanambascurvas,la

presenciadel disolventeenel sistemaconstituyeunabarreraparaque sedé la hidratacióndel

biocatalizador;porello, sealcanzaelmismovalordea,,conmenosaguaañadidaqueenel caso

de la isotermadel biocatalizadorsólo. Sin embargo,en el casode los disolventeshidrofilicos

estudiados,donde1,0<log P<3,0,porencimadela a,,dondeseproduceel cortede la isoterma

del biocatalizadorenairecon ladel biocatalizadoren disolventelo queocurreesqueel sistema

sigueabsorbiendotodo el aguaqueseleañadedebidoalapresenciadeundisolventehidrofilico

y porello, la isotermadel sistemaformadaporenzimay disolventeestámásdesplazadaa la

izquierdaasemejándoseal perfil de la isotermadeldisolvente.

Asípuespodemosdecirquesólo enlos entomosdel puntode cortede ambasisotermas,

es donde el sistemaformado por biocatalizadory disolvente presentaun comportamiento

diferenteal que tieneel disolventeaislado,queesel componentemayoritariodel sistema.En

valores diferentesa estevalor de a,,, es el disolvente el que controla principalmenteel

comportamientodel sistema.81

El valor de a,,enqueseproduceel crucede ambasisotermasdependedela lipofilia del

disolventecomoseindicaen la TablaIV.21, siendomayorcuandoaumentala hidrofilia del

disolvente.

~‘ DelaCasa,R.M.; Sánchez-Montero,J.M. y Sinisterra,J.V. (1996)Biotechnol?Lett, 18, 13-18.
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Tabla IV.21. Valores de log P y a, del punto de corte para los disolventes empleados con LCRC. 

Disofvente rog P awcorte 

Isooctano 5,18 0,32 

Ciclohexano 3,44 0,66 

1 , 1,l -tricloroetano 2,49 0,68 

Eter diisopropílico 1,52 0,7 

Isobutil metil cetona 1,31 0,85 

Para completar este estudio, se utilizaron diversas lipasas sólidas en distinto grado de 

purificación. La isoterma de sorción de agua de LCRS en isooctano se muestra en la Figura 

IV.34, comparada con la correspondiente isoterma de adsorción de este preparado en aire. 

Figura IV.34. Isoterma de sorción de LCRS en isooctano. 
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En este caso la isoterma de adsorción de la enzima sumergida en el disolvente se sitúa por 

debajo de la curva correspondiente al biocatalizador en aire a lo largo de todo el rango de G. Este 

hecho nos indica que para la misma cantidad de agua por gramo de muestra añadida se alcanza 

un mayor valor de a, en presencia de isooctano que en aire. Ello se explica debido a que el 
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isooctano (disolvente hidrófobo) rechaza el agua añadida al medio y evita la hidratación de la 

proteína que se encuentra en su seno, por ello aumenta P, y en consecuencia la a, para la misma 

adición de agua. Este comportamiento es análogo al observado en el caso de la lipasa comercial 

(Figura IV.29). 

A continuación se realizó el mismo análisis para las isoformas puras, LCRA y LCRB. De 

la misma manera, se estudió el perfil de las curvas cuando la preparación enzimática se 

encontraba en aire y en isooctano, siendo éste el mejor disolvente en el que estas lipasas 

catalizaban reacciones en medio orgánico y en consecuencia fue de primordial interés para 

nuestro grupo de trabajo estudiar el microentorno de las preparaciones cuando se encontraban en 

el seno de ese disolvente. En la Figura IV. 3 5 se presenta las isotermas de sorción de agua de la 

LCRA en isooctano, junto con la correspondiente isoterma en aire. 

Figura IV.35. Isoterma de sorción de agua de la LCRA en isooctano. 
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Podemos observar que debido al proceso de purificación el perfil de la isoterma se ha 

alterado. En este caso las dos curvas se cruzan en un punto con un valor de a, = 0,s. Cuando se 

trabaja a valores de a, superiores a 0.8, la curva correspondiente a la isoterma de adsorción de 
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aguade la LCRA en airetranscurrepor encimade la que representaal sistemaformadopor

LCRA e isooctano.Porotro lado, trabajandoconvaloresde¾inferioresal quecorrespondeel

puntode corte,esla isotermade sorcióndel sistemala que avanzapor encimade la curvadel

biocatalizadorenaire.Estoesdebido,comohemosexplicadoanteriormente,alahidrofobicidad

deldisolventeempleado(log P = 5,18)que,unavezqueel contenidode aguaañadidoal sistema

hapermitidorehidratarseal liquido, ésterechazalasnuevasadicioneshaciael biocatalizador,por

eso la curva del sistemaformado por LCRA y disolventenecesitamenosaguaparallegar al

mismovalor de ¾que el biocatalizadoren aire cuandosetrabajaen el tramo de la isoterma

donde¾esmayor a 0,8. Por debajode ¾= 0,8, amboscomponentes,disolventey enzima

liofilizada sólida,adsorbenaguay porello, la isotermade sorcióndel sistemavaporencimade

la adsorciónde laenzimasólida.

En laFiguraIV.36 aparecerepresentadaslas isotermasde sorciónde aguaenisooctano

de laLCRB junto con lacorrespondienteisotermade adsorcióndel biocatalizadorenaire.

Enestecasotambiénseobservaunpuntodecorteentreambascurvas,comoocurríacon

laLCRA (FiguraIV.35). Sin embargo,existeunanotablediferenciay esqueenestecasoel valor

de la ¾dondesecortan las dos curvasesde 0,4. Estadesigualdadestárelacionadacon la

diferente hidrofobicidad de estasenzimascomo hemospodido comprobarcon el análisis

realizadoporotrastécnicasde determinacióndelgradodehidratación(RMN y ATG/ATD). De

estamanera,laLCRB al sermáshidrófobaquela LCRA, tieneun puntode corteaun valorde

a,, inferior. Paravaloresde a,, > 0,4, esla isotermade sorciónLCRB/isooctano,la queva por

encimade la de LCRB. Ello indicaqueel sistemanecesitamásaguaparallegar al mismo valor

de¾que laLCRB. Estasituaciónesla opuestaa laobservadaparala LCRA y serelacionaría
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con la mayor afinidad por el agua de la LCRA que la LCRB, tal y como vimos con las otras 

técnicas como Rh04 (IV.2.2.1) y ATG/ATD (IV.2.2.2). 

Figura lV.36. Isoterma de sorción de agua de LCRB en isooctano. 
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Los resultados obtenidos con la preparación UAES se pueden observar en la Figura IV.26. 

En este caso tanto la isoterma en aire como en isooctano transcurren casi simultáneamente 

hasta el punto de corte, que en este caso le corresponde un valor de a, de aproximadamente 0,6. 

Esta diferencia con respecto al caso de la LCRC, cuyo valor de a, para el punto de corte era 0,32, 

nos indica que esta preparación sólida presenta una naturaleza más hidrófoba que la preparación 

sólida comercial. Por lo tanto podemos afirmar que variando las condiciones de fermentación se 

puede obtener un preparado enzimático con una afinidad por el agua diferente. 
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Figura lV.37. Isoterma de sorción de agua de UAB en isooctano. 
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También se realizó el mismo análisis con una preparación de LCRS que se modificó con 

una unión no covalente con un dextrano de peso molecular de 10 Kda (LCRm). Para esta 

preparación fue de especial interés conocer cómo afectaba la presencia de un azúcar modificador 

sobre el microentorno de una preparación que se encontraba en el seno de un disolvente 

hidrófobo como el isooctano. Los resultados se muestran en la Figura IV.38 donde se representa 

la isoterma de adsorción de agua en aire de la preparación modificada no covalentemente 

(LCRm), junto con las isotermas de sorción de esta preparación cuando se encontraba en el seno 

de un disolvente hidrófobo, como el isooctano y cuando se mantuvo en presencia de un disolvente 

de caracteristicas hidrofilicas como el 1,l ,l -tricloroetano. 

En este caso podemos comprobar que los perfiles de las correspondientes curvas 

transcurren simultáneamente. Ello se debe atribuir a que la mezcla sólida ha retenido mucho agua 

después de su liofilización debido a la presencia del dextrano; por ello, la hidratación de la 

superficie se alcanza con mucha facilidad en todos los casos. 
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Figura lV.38. Isoterma de sorcih de agua de LCRm en isooctano. 
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Así mismo se realizó el mismo estudio en una muestra de dextranos utilizados para la 

modificación de la LCRS. En la Figura IV.39 se presenta la isoterma de adsorción de agua de una 

muestra de dextranos de 6 KDa de peso molecular, comparada con la isoterma de sorción de la 

misma pero en presencia de isooctano. Comprobamos que la presencia de un disolvente 

hidrófobo provoca un desplazamiento del perfil de la gráfica hacia valores superiores de za. 

Figura IV.39. Isoterma de sorcih de dextranos de 6 KDa en aire, en isooctano y de LCFW (procedente 
de LCRS modificada covalentemente con dextranos de 6 KDa). 
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Por otro lado,en la FiguraIV.39 serepresentael perfil de la isotermasesorciónde una

muestrade LCRM, procedentede lamodificacióncovalentede unapreparaciónde LCRS con

dextranosde 6 KDa de pesomolecular.En estecasoel perfil de la curvademuestraque esta

preparaciónrequiereunamayorcantidadde aguaparallegaral estadode saturación,conrespecto

a la muestraprocedentede la modificación no covalente(FiguraIV.3 8). Esto indica que la

LCRM presentaun menor carácterhidrof’ilico debido a que los azúcaresempleadoscomo

modificadoresestánunidos covalentementea la preparaciónenzimáticay en consecuenciala

disponibilidadde dextranoparacaptarmoléculasde aguadisminuyeconsiderablemente.
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3. REACCIONES.

3.1. Esterificación de ácidos (R,S)2-arjipropanoicos.

1. Influencia del valor de a,, de preequilibrado inicial del sistema en la

esterificaciónde ácidos (R,S)2-atril propanoicos.

En la bibíiografiaseencuentrandiversasreferenciasenlas queseindicaqueunapequeña

cantidaddeaguaesnecesariaparaquelasenzimasliofilizadassólidasactúencomocatalizadores

en reaccionesen mediosorgánicos.’8”93’256En concreto,en la reacciónde esterificación,la

cantidadinicial de aguapresenteen el sistemainfluye de maneraimportanteen la actividad

enzimáticay enladistribuciónde productos.Porel contrario,enel casodelatransesterificación,

el efecto del aguaparecesermenosimportante,especialmenteen la enantioselectividaddel

proceso.

Es por ello por lo que hemos elegido la esterificación de los ácidos (R,S) 2-

arilpropanoicos- de distinto tamañoe hidrofobicidadmolecular-como reaccióntest(Esquema

IV.]).

Tal y comosedescribióen la Parte experimentalel biocatalizadory el disolventese

equilibraronporseparadoal mismovalordea,,depreequilibrio.Estonosasegurabaqueestesería

‘~ Goldberg, M., Thomas,D. y Legoy,MD. (1990)Fur. J Biochem.,190,603-609.

~ 1-laIIing, P. (1990) Biochem.Biophys.Acta,1040,225-228.

256Zarevúcka, M.,Rejzek, M., Hoskovec, M., Svatos, A., Wimmer,Z.,Kotek, B.y Legoy, M.D.(1997)fiiotechnol?
Leal, ¡9, 745-750
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el valorde a,,de lamuestraal inicio de lareacción.Estaalternativadecontrolde¾enel medio

de reacciónha sido igualmenteutilizadaporotros autorescomoValivety y col.98

EsquemaIV.I. Esterificacióndeácidos(R,S)2-aril propanoicos.

CH
3

+ HOCH2CJ-12CH3 ~ CH3 H 1-1, CH3
Ar COOH ., + 9<

Ar COOCL-12C1-I2CH3 Ar COOH

A

Ar= Ácido (RS)2-fenil propanoico

A ¡ Ácido (RS) 2-(4-isobutil)fenil propanoico

A N. Ácido

¡ A (RS) 2-(6-metoxi-2-nafti¡)propanoico
o

A
A ~ Ácido (RS)2-(3benzoil)fcnilpropanoico

En todos los casosla S-enantiopreferenciapermanecióinalteradatal y comosehabía

afirmadoconanterioridad.
8>’25

Desdeelpuntodevistafarmacológicoy clínico,estaS-enantioselectividadesimportante.

La actividadantiinflamatoriadel(RS)2-(4-isobutilfenil)propanoico(Ibuprofeno)estáasociada

al enantiómero-S.Sin embargoel ibuprofenoseadministraclínicamentecomoracémicoenbase

a que esteenantiómeroesenzimáticamentetransformadoin vivo en el S-enantiómero.257No

obstante,estono estádemostradoen todosy cadauno delos casos.Porejemplo,sólo2/3 del 1?-

~ Valivety, R.; Halling, P.J.;Peilow, A. y Macrae,A. (1992)Biochim. Biophys.Acta, 1122(2), 143-6.

8I de la Gasa, R.M., Sánchez-Montero,J.M. y Sinisterra,iv. (1996)Biotechnot Lett., 18, 13-18.

25 Arroyo, M., Sánchez-Montero,J.M. y Sinisterra,iv. (1996) Riotechnol.Lea., 17, 525-530.

252 Wechter,W.J.; Loghhead,DG.;Reischer,Rl.; VanGiessen, 0.1.y Kaiser,D.G. (1974)Jliochem.B¡ophys.Res.

Cornmuw, 61, 833-832.

254



Resultadosy discusion.

enantiómerodel (R,S)2-(4-isobutilfenil)propanoicoseinvierten en 5-enantiómeroiii vivo258

mientrasqueelR-enantiómerode algunosácidosaril propanoicoscomoel casodel2-(6-metoxi-

2-naflil) propanoicopuedeserestereoselectivamenteretenidoentejidoadiposo.259El usodel S-

enantiómeropermitiríala reducciónde la dosis,yaquees28 vecesmáspotentequeel (R)-2-(4-

isobutilfenil) propanoico60permitiríaunadisminucióndelatoxicidadresultantedemecanismos

no específicosde transformaciónhepáticay eliminaríavariacionesenlavelocidady extensión

de la inversiónprovocadaspordiferenciasenla respuestaterapéutica.26’Deahíquelaobtención

del enantiómero8 puro a partir de racematosde losácidos(RS)aril propanoicosópticamente

activosseade granutilidad farmacológica.

En laTablaIV.22 semuestranlos resultadosobtenidosenlaesterificacióndelácido(R,8)

2-(4-isobutilfenil)propanoicocon n-propanol empleandodiferentesdisolventes,a distintos

valoresde ~ comprendidosentreO y 1 aproximadamente.

Puedecomprobarsequeamedidaqueel disolvente,queesel componentemayoritariodel

sistema,se hacemás hidrófilo, la máximaconversiónsealcanzaa un mayorvalor de a~ de

preequilibrio;observándosequeno hay reaccióncuandose utilizó como disolventela isobutil

metil cetonadebidoasualta hidrofilia. Esto seexplicaporlarestriccióndiflisional queejerceel

disolventeal pasodel ácido lipoide (it = 4,29)237 haciael centroactivo de la enzima,ya que

258 Kaiser,D.G.; Van Giessen,G.J.;Riescher,R.J. y Wechter,W.J. (1976)1Pharm.ScL,65, 269-273.

259 Lee, E.j.D.; WiIIiams, KM.; Graham, G.G.; Day, RO. y Cahmpion, G.D. (1984)1Pharmn. Sci., 73, 1542-1544.

260Tai, D.F.; Chao, Y.H.; Huang,C.Y.; Wo, i.M.; Lin, Y.T.; Wu, S.A. (1995)1 Chi,n. Chem.Soc.,5,801-807,

261 Hutt, A.i. y CaldweII, i. (1983)1 Pharm.Pharmacol?, 35, 693-704.

237 Hansch,C.; Leo, A. y Hoekman,D. (1995) ExploringQSAR.Hydrophobic,ElectronieandStericConstants.

AmericanChemical Sociely, Washington, DC.
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cuantomáshidrófilo seael disolventepeorsedifunde el sustratoatravésdel medio. Esto se

apreciaincluso enausenciaprácticamentede agua,¾= 0.

Tabla IV.22. Resultados obtenidos en la esterificacióncon n-propanol del ácido(R,S)2-(4-isobutilfenil)
propanoico con n-propanol. t =10Gb. Condiciones: [ácido] = [alcohol]= 66 mM, 200 mg LCRC, T~ = 30 0C, 500
rpm,Vf= lOmí.

Disolvente a,, %C C•C•,.strát.

(R>S)

c.c. producto
(SMI)

Isooctano 0,3 61 84 54

0,5 54 >98 84

0,7 47 82 92

1,0 42 5,2 7,1

Ciclohexano 0,0 16 13 68

0,45 15 8,7 49

0,7 59 87 60

1,0 50 73 73

1,1,1-tricloroetano 0,0 2,3 0,57 24

0,45 3,8 5,4 100

0,7 7 2,1 30

1,0 29 36 88

éter diisopropilico 0,0 0,57 3,2 100

0,45 0,44 2,81 lOO

0,7 0,85 2,3 ¡00

1,0 4,00 3,3 lOO

Asímismo,cuantomáshidrófilo esel disolventemayoreslacantidadde aguaquese ha
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de añadirparaevitarque laenzimaseadeshidratada,y menosesterificaciónseobservaal estar

favorecidala hidrólisisdel esterformado.

Asípodemoscomprobarqueenelcasodela esterificaciónenpresenciadeisooctano(log

P = 5,18) el mayor porcentaje de conversión (61 %) seobtieneconun valor de a~ de 0,3; en

cambiocuandola síntesistranscurreen ciclohexano(log P = 3,44)escon unaa,, de 0,7 donde

sealcanzalamayorconversión(59%).Finalmente,cuandoseutilizandisolventesmáshidrófilos

cornoel 1,1,1-tricloroetano(log P= 2,49)y el éterdiisopropilico(log P= 1,52)el porcentajede

conversióndisminuyeconsiderablemente.No obstantelos mejoresvaloresseobtienencuando

el sistemaseequilibraa una~ 1,0.

Respectoa los datos de exceso enantiomérico,en todos los casosse produce la

esterificacióndel ácido5, cornocabíaesperarde laenantioselectividadpredichaparala enzima.

Estamisma5-enantioselectividadscencontróen lahidrólisiscatalizadapor la lipasade

Candida rugosa empleandoel esterdel metanol’90 y cloro etanol.262 Al igual que en la

esterificacióndel (R,S) 2-(4-isobutilfenil) propanoicoen microemulsionesAOT/isooctano

catalizadapor la lipasade Candidarugosacomercial.’2>’263

Decualquiermodo estosresultadoscoincidencon los obtenidosporMustranta’99en la

esterificaciónde (R,S) 2-(4-isobutilfenil) propanoicocatalizadapor la lipasade Candida

190

1-lernáiz, Mi.; Sánchez-Montero,i.M. y Sinisterra, J.V. (1994) Tetrabedron,50, 10749-10760.

262 García, M.; Gradillas, A.; Del Campo, C.;Llama,E.; Sánchez-Montero, J.M. y Sinisterra, J.V: (1997)Biotehno!

Lea., 19(10), 999-1004.

121 Hedstróm,O.; Backlund, M. y Slotte, J.P. (1993) Biotechnol.Bioeng.,42, 618-624.

263

Goto, M.; Noda,5.; Kamiya,N.; Nakashio,F. (1996) 18(7), 839-844.

~ Mustranta, A. (1992) AppL Microbio! Biotechnol.,38, 61-66.
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cylindracea,obteniendo los mejoresresultadosen disolventeshidrófobos y una marcada

enantioespecificidadparael (S)-2-(4-isobutilfenil)propanoicosobretodo cuandoseempleaban

alcoholesprimarios.

De los datos de la Tabla IV.22 deducimosque no hay una relaciónclara entre las

propiedadesdel disolventey/o a,, de preequilíbrioy el excesoenantioméricodel esterformado.

En general,los valoresde a,,enlos queseobtieneun mejorvalorde excesoenantioméricodel

productoy excesoenantioméricodel sustrato,sonmayoresparael disolventemáshidrófilo que

parael hidrófobo(isooctano),existiendounvaloróptimo.Resultadossimilareshansidodescritos

porDucrety col.>4 parala lipasaB de Candidaantareticay estesustrato,empleandohexanoy

heptanocomodisolventes,asícomo Cerniay col.264 con otrashidrolasas.

Por último, si analizamoslos resultadosobtenidosen la TablaIV.22 a la luz de las

isotermasde sorción de la enzimaen los distintos disolventes:isooctano(Figura IV.27);

ciclohexano(Figura IV.28); 1,1,1-tricloroetano(Figura IV.29) y éterdiisopropílico (Figura

I’V.30) podemosexplicarel papelde a,,de preequilibradoen la conversión.

Loscatalizadoressólidossólo muestranunabuenaactividadestersintetasasi selos ha

preequilibradoa unaa,, mayoral punto de cortede las isotermasdeadsorcióny sorción:0,3

(isooctano),0,65 (ciclohexano)y 0,6 (1,1,1-tricloroetano).Las bajasconversonesobtenidasen

el casodeléterdiisopropílicono permitenobtenerconclusionesconestedisolvente.Ello sedebe

a que, comoseexplicó en su momento,a partir de este punto, seha alcanzadola suficiente

hidratacióndela superficiedelcatalizadorcomoparadarlareaccióndeesterificación,pudiendo

Dueret, A.; Trani, M. y Lortie,R. (1998)EnzymeMicrob. Technot,22, 212-216.

264 Cemia, E.; Palocci, C. y Soro, S. (1998) Che>nisby & Phys¡esofLipids, 93, 157-168.
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concluirqueestaríamosenunasituaciónsimilar a la presentadaen laFigura1.1 •38

A continuaciónen la Tabla JV.23 se muestranlos valoresde conversióny exceso

enantioméricoa las 100 h obtenidosen la esterificacióndel ácido (R,S)2-(6-metoxi-2-naftil)

propanoicoconn-propanol.Como ocurríaen el casodel (R,S)2-(4-isobutilfenil)propanoico

(TablaIV.22), no hubo esterificaciónen el casode emplearcomodisolventela isobutil metil

cetona,debidoaquedadasuhidrofiliacompetíaconelbiocatalizadorporlas moléculasde agua

y provocabala pérdidade laconfiguracióncatalíticamenteactivade la proteína.

Las conversionesobtenidasson inferioresrespectoa la esterificacióndel (R,S) 2-(4-

isobutilfenil) propanoicodebidoal impedimentoestéricoprovocadopor el gran tamañodel

sustituyentearomáticoque da lugararestriccionesen la interaccióncon el centroactivo de la

lipasa.265Esteefectoestéricotambiénseobservóenla hidrólisisdelesteretílico del (J?,S)2-(6-

metoxi-2-naftil) propanoicorespectoal esteretílico del (R,S) 2-(4-isobutilfenil)propanoico,

cuando se empleabala lipasade Candida rugosa como catalizador.’90Por otro lado, las

propiedadeslipidicas del sustratotambiéninfluyeron en la disminución de la especificidad

enzimática.8’

38 Stenning,R.A.; Needs,lE.C.; Brooker, B.E. y Vulfson, E.N. (1993) Biotechnology,11, 1294-1301.

265 1-Iolmquist, (1998) Chemistrv& PhysicsofLipids,93, 57-65.

~ Hemáiz,M.J.; Sánchez-Montero, J.M. y Sinisterra,J.V. (1994)Tetrahedron,50, 10749-10760.

“‘ De la Casa,R.M., Sánchez-Montero,SM. y Sinisterra,iv. (1996)BiotecbnotLea., 18, 13-18.

259



Resultadosy discusion.

Tabla IV.23. Resultadosobtenidosen la esterificacióndel ácido(R, 5) 2-(6-metoxi-2-naftil)propanoico
con n-propanol (t = 100 h). Condicionesde reacción:[ácido] [alcohol] 66 mM, 200 mg de LCRC, r = 30 oc,
500 rpm, V~lOml.

Disolvente

lsooctano

Ciclohexano

0,0

0,3

0,5

0,7

1,0

0,0

0,45

0,7

0,0

0,3

0,5

0,7

10

0,0

0,3

0,5

1,0

1 , 1,1 -tricloroetano

Eterdiisopropflico

3,6

9

3,6

4

12

3,8

3,7

4,5

12,5

2,6

3,5

7,8

6,3

5,0

4,4

3,9

5,6

5,9

O/~, c.c s11s1r,lo

10

2

12

4,5

3,5

7

4,5

2,5

2,5

1,7

5,2

3,4

2,1

20

2,8

0,8

0,73

2,4

% C.C. producto

79

79

loo

100

100

loo

100

100

100

19

29

40

31

31

60

19

12

38
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Podemoscomprobarqueenestecasoal tratarsedeunsustratomenoslípófilo (it = 3,08)237

que el anterior,senecesitaun medio máshidrófilo paraalcanzarmejoresconversiones.Esta

característicaquedaconfirmadaal observarqueen el casodel isooctanoy del ciclohexano,los

mejoresvaloresde conversiónsealcanzancon una a,~ z 1,0, es decir cuandoel sistemaestá

saturadoenagua.Mientrasque enel casodel 1,1,1-tricloroetano,que esmenoshidrófobo, la

máximaconversiónsealcanzaaunvalor de¾depreequilibriode 0,5. Porúltimo, observamos

queenel casodeléterdiisopropílico,al sermáshidrofilico, elmediodereacciónrequieremayor

cantidadde aguaparaquela enzimamantengasuconformaciónactivay seacapazdecompetir

por las moléculasde aguaconel disolvente,poreso,las mejoresconversionessealcanzancon

altosvaloresde a~,aunqueen estecasolas conversionessonsignificativamentebajas.

Respectoalos excesosenantioméricospodemosdecirquelaenzimafueenantioselectiva

en laesterificacióndel isómeroS(±)del ácido.

Los resultadoscoincidencon los obtenidospor Tsai y Wei266 en la esterificación

enantioselectivadel(1<5) 2-(6-metoxi-2-naftil)propanoicoconla lipasade Candidacylindracea

en isooctano.Estosautoresconfirmanla8-enantioselectividaddelaenzima,siendoéstamáxima

cuandoempleanel trimetilsililmetanolcomonucleófiloy unatemperaturade 65 0C. Changy

Tsai267tambiénensayaronla esterificacióncatalizadaporla lipasadeCandidarugosaempleando

4-morfolinoetanolcomonucleófiloen isooctanoobteniendola mismaenantioselectividad.

La S-enantioselectividadde la enzimatambiénseobservóen ¡a hidrólisis del ester

237 Hansch,C.; Leo, A. y Hoekman,D. (1995)Exploring QSAR.Hydrophob¡c,ElectronicandStericConstants.

AmericanChemicalSociety,Washington,DC.

266 Tsai,S.-W. y Wei, H.-J. (1994) Siotechnol.Bioeng.,43, 64-68.

267 Chang,Ch.-Sh.; Tsai,Sh.-W. (1997) EnzymeMicrob. Technot,20, 635-639.
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metílico del (R,S) 2-(6-metoxi-2-naflil) propanoicocatalizadapor la lipasa de Candida

190 268

rugoso ‘ y del esterdel cloro etanol.262

Dadaslas menoresconversionesobtenidas,el relacionarlaconversióncon a~ esmás

dificil en estecaso.Noobstante,sí queseobservaesteefectoen el casodel isooctano(¾>0,3)

y ciclohexano(a,,>0,7).Sin embargo,en estecasoel máximodeactividadsedesplazaaun valor

superiorde ¾dadalamayorhidrofilia deesteácidocomparadocon el anterior.

EnlaTablaIV.24 puedenapreciarselos resultadosobtenidosenla resolucióndel ácido

(R,S)2-fenilpropanoicocon n-propanolcontodos los disolventesempleadosy condiferentea,,

de preequilibrio.Estesustratofue el que tomamoscomo referenciade lipofilia (it = 1,18)237

debiéndoseconsiderarel máshidrófilo.

La resoluciónenzimáticadelácido(R,8) 2-fenilpropanoicohasidorealizadapreviamente

tantovía hidrólisisdelestermetílico’90 y delesterdel cloro etílico.262

Seobservaquelas conversionessonmuy inferioresa las obtenidasen la esterificación

de (RS)2-(4-isobutilfenil)propanoicoperomayoresquelas obtenidasconel anteriorácido.

Como ocurríaen los otros casos,1,1,1-tricloroetanoy éterdiisopropílico tienenbajas

conversionesdadasuelevadahidrofilia. Enel casode los disolventesmáshidrófobos,seve que

las mayoresconversionesseobtienena¾>0,3 (isooctano)y a,.~> 0,65 (ciclohexano),comoen

los casosanteriores.Estonosvuelveaponerde manifiestola estrecharelaciónque existeentre

190 Hernáiz,Mi.; Sánchez-Montero,J.M, y Sinisterra,IV. (1994)Tetrahedron,50, 10749-10760.

268 Botta, M.; Cernía,E.; Corelil, F.;Manetti, F. y Soro,5. (1997)Biochim.Biophys. Acta, 1337, 302-310.

262GarcíaM.; Gradillas,A.; Del Campo,C.; Llama,E.; Sánchez-Montero,J.M. y Sinisterra,J.V: (1997)Biotehuol.

Lett., 19(10),999-1004.

23? Hansch,C.;Leo, A. y Hoekman,0. (1995) fixpforing QSAR. !-fydrophobic,Et’ectronicandStericConstanis.

AmericanChemicalSociety,Washington,DC.
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disolventey a~alahorade optimarunprocesode esterificación.

TablaIV.24. Resultadosobtenidosen la esterificacióndel ácido(R,S)2-fenil propanoicoconn-propanol
(t = ¡00 h). Condicionesde reacción[ácido] = [alcohol] = 66 mM, 200 ¡ng de preparadoLCRC, ‘E’ = 30 0C,
agitación500 rpm, volumen = 50 ml.

Disolvente

lsooctano

Ciclohexano

1,1,1 -tricloroetano

Eterdilsopropílico

a,, •/~ e ~/o C.C.,u,trát,

0,0 3,0 2,1

0,3 15 16

0,5 20 22

0,7 36 25

1,0 27 18

0,0 3,5 1

Oit 8,4 8,6

0,7 21 18

1,0 28 20

0 3 0,2

0,3 2,2 0,9

0,5 6,1 6,0

0,7 7,3 3,5

1 10,5 14

0 0,8 53

0,3 1,4 35

0,5 0,81 86

0,7 3,1 3,2

3,8 6,9

0,4 c.c. producto

67

90,5

100

86

51

100

84

67

30

6,4

40

92

91

100

9,5

25

100

¡00

100
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Respectoa los valoresde los excesosenantioméricossolamentecomentarquelaenzima

ha mantenido su enantioselectividadhacia la esterificación del ácido S(+). La 5-

enantioselectividadyafue definidaen lahidrólisisde diferentesesteresdelácido(R,S)-2-fenil

propanoicocatalizadaporla lipasade Candidacylindraceainmovilizadacovalentemente.269

De todo lo dichopuedededucirsequeel valorde it del sustratoy el valor del log P del

disolventeson los parámetrosque parecendeterminarel comportamientodel sistema.Sin

embargo,no existeunaclaracorrelaciónentrelos valoresdelamáximaconversióny los excesos

enantioméricos.

El hechodelaausenciadereaccióncuandoseempleólaisobutil metilcetonacomomedio

de la reacción,a partede serdebidoa la altahidrofilia de estedisolvente,tambiénsepuede

justificarapartirde la isotermade sorciónde aguade LCRCen isobutil metil cetona(verFigura

IV.30). Cuandoestedisolvente seempleacomo medio orgánicode reacción,representael

componentemayoritariodel sistemay enconsecuenciaabsorbetodo elaguaquellevaensucaso

el biocatalizador,produciendola deshidratacióndel mismoy posteriordesactivación.Además

laeliminacióndelaguadelbiocatalizadorpordisolventeshidrófilos esprácticamenteinstantánea

(t < 5 mm) comparandocon lascondicionesde reacción(t = 100 h), tal y comohandemostrado

Gormany Dordick48utilizando120 absorbidosobreel biocatalizadory disolventeshidrofilicos

secos.Por otro lado, dadala elevadasolubilidaddel aguaen estedisolvente,se favorecela

hidrólisis frentea la síntesisenel casodequeseañadierala cantidaddeaguanecesariapara

poderhidrataral biocatalizadorcuandoestáen presenciade estedisolvente.

269 Moreno, J.M. y Sinisterra,i.V. (1995)1 ofMof Caía)? A: Chemical,98, 171-184.

48 Gorman,L. y Dordick, i. (1992)&otechnol.Bioeng.,39, 392.
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Estos resultadosvienena confirmar lo expuestopor Zaks y Klibanov46 respectoal

aumentodelaactividadcatalíticade lasenzimasalaumentarel contenidoenaguadeldisolvente

empleadocomo medio de reacción.Ya que estosautoresafirman que la cantidadde agua

requeridaparalacatálisisconunaenzimavaríade undisolventeaotro, aunqueensutrabajono

utilizan el conceptode a,,, coincidencon nuestrosresultadosal exponerque en disolventes

hidrófoboslas enzimasrequierenmenoscantidadde aguaque cuandoactúanen disolventes

hidrofilicos.Aunqueentodoslos disolventesestudiados,laenzimacaptamoléculasde aguadel

medio, es la hidrofobicidaddel disolventeel parámetroque determinaque para un mismo

contenidoen aguapresenteen el medio, la cantidadde aguaqueconsiguecaptarlaenzimavaría

de un disolventeaotro.

Porotro lado,comprobamosqueel podercatalíticode la lipasadeCandidarugosapara

cadasustratopuedesercontroladocambiandoel disolventeóptimo paracadacaso.Wescotty

Klibanov35atribuyenesteefectoa quesegúnel medioempleado,la uniónde lasmoléculasde

disolventealaenzimaseránsustituidasconmásfacilidadporunauniónmás fuertedelaenzima

conel sustratoasícomoala energíade interacciónentreenzimay sustrato.

IgualmenteBodnáry col270tambiéncomprobaronenlaesterificaciónenantioselectivade

ácidos2-cloropropanoicoscatalizadaporla lipasade Candidarugosaendiferentesdisolventes

quela reactividaddelbiocatalizadordependede lanaturalezadel disolventey dela distribución

de aguaentrelaenzimay elmedioorgánico,considerandoqueparaelbiocatalizadoresnecesaria

~ Zaks, A. y Klibanov, AM. (1988)1BioS? Chem.,263, 8017-8021.

~ Wescott,CE.: y Klibanov,A.M. (1993)1 Am. Chein. Soc., 115, 1629-31.

270 Bodnár, J.; Oubicza,L. y Szabó,L.-P. (1990)1 Mcl. Cato!, 61, 353-361.
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ciertacantidadde aguaparasuconformacióncatalíticamenteactiva.

Otra conclusiónque sededucede nuestrosresultadosesque no puedegeneralizarse

disolventeóptimo, ni el valor de a,, de preequilibrio,ni tansiquieraparasustratosde la misma

familia como sonel ácidofenil propanoico,(R,S)2-(4-isobutilfenil)propanoicoy (1<5) 2-(6-

metoxi-2-naftil)propanoico.

Enfuncióndeestosresultadospodemosdecirqueel análisisdel gradodehidrataciónde

un sistema a través de las isotermasde sorción de aguanos indicará si la reacción de

esterificaciónpuedeo no tenerlugar.Si laisotermadeabsorcióndeaguadeldisolventeestámuy

desplazadaala izquierdarespectoalas isotermasdelbiocatalizadoren airey del biocatalizador

humedecidoen el disolvente,la reacciónno tiene lugar,puesel biocatalizadoresdeshidratado

por el disolvente o bien ésteaportaaguaal sistema, favoreciendotermodinámicamentela

reacciónde hidrólisis frentea la de esterificación.La reaccióntiene lugara valoresde a,, de

preequilibrioporencimadelpuntode cortede lasisotermasde sorcióny adsorciónde laenzima.

Taly comohemosdemostradoenla SecciónIV.2.3 (apartado3) lasisotermasdesorción

de aguadeldisolventey delbiocatalizadorporseparado,no representanal sistemaformadopor

amboscomponentes.Porestarazónlos experimentossehanrealizadopreequilibrandocatalizador

y disolventepor separadoal mismovalorde a,,y mezclándolos.Puedeconsiderarsequees este

el valor de a,,de lamezclaal iniciarsela reacción,perosu valorvaríaa lo largodel proceso de

esterificación.Esta va recubriendoel catalizadoral producirseaguatal y comolo hanpuestode

manifiestoVulfson y col.”> empleandodiferentescolorantesy medidasde polarografia.Así

podemospensarquela reacciónse iniciaa un valor de a,, inicial válido paraun t = O parael

271 \Julfson, EN. (1993) Trends iii Foodsc¡ence & Technology, 4,209.
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biocatalizador,microentorno(interfase) y macroentomo(disolvente) y que a medidaque

transcurrela reacciónsedesplazaríahaciavaloresmayoresde a,,, alcanzándoseal final valores

de a,, z 1 en elmicroentomodelbiocatalizadorsólido.

Noobstante,dadaslasconcentracionesequimolecularesdereactivosempleadas(66mM),

lamáximacantidaddeaguaquesepuedeobtener,supuestoel 100%deconversiónseríade 11,9

mg y teniendoencuentaelvolumendeldisolvente(10mí), corresponderíaa 1,19mg de agua/ml

de disolvente. Teniendoen cuentaque la conversiónmáxima obtenida al cabo de 100 h

prácticamenteno ha superadoel 50 %, tenemosque la cantidadde aguaproducidasedebe

estimaralrededorde 0,59 mg/ml de disolvente,cantidaddespreciablecon la añadidaen el

preequilibradode las muestras.Porello, podemosdeciren principio, queel efectodelcursode

la reacciónsobrelavariaciónde a.~esdespreciableen nuestrocaso.

Así puespodemossuponerque son disolventey biocatalizadorlos quese reequilibran

muy lentamentedistribuyendotodoelaguadelsistema,aportadaporambos,entodala masadel

sistema,formadapor disolventey biocatalizador,incluidaslas moléculasde sustratoque se

solvatanen funciónde sulipofilia.

Segúnesto,podemosconcluir quesi sequierenóptimasconversionesde esterificación

se debetrabajara a~de preequilibriomayoresquelos valoresde a~dondeseproduceel corte

entrela isotermade sorcióndeaguadelbiocatalizadorhumedecidoeneldisolventey la isoterma

de adsorcióndelbiocatalizadoren aire.

Seguidamentesecontinuóel estudiocon elrestodelaspreparacionesenzimáticas.Dado

queteníamosprefijadolacantidadde aguanecesariaparallegar aundeterminadovalor de a~a

partirde lasisotermasde sorciónde aguadelbiocatalizadorembebidoenun disolventeorgánico
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procedimosal estudiode laactividadcatalíticaen unareacciónde sintesisde las preparaciones

estudiadas.Para ello, se empleó la reacción de esterificaciónde (1<5) 2-(4-isobutilfenil)

propanoicocon n-propanol como reaccióntest, ya que fue en estascondicionesdondese

obtuvieronlos mejoresresultadosenconversión.Comodisolventeseescogióel isooctano,que

habíasido ensayadoenestaMemoriay que ademásestabaavaladoporlabibliografiacomoun

buendisolventeen la esterificacióncatalizadapor la lipasade Candidarugosa.81”99 De esta

manerapodíamoscompararlos preparadosencondicionesdesíntesisy estudiarla influenciadel

gradode hidrataciónen suactividady enantioselectividad.

En laFiguraIV.40semuestranlascurvasdeprogresocorrespondientesala esterificación

de(RS)2-(4-isobutilfenil)propanoicocon n-propanolenisooctanoempleandocomocatalizador

el preparadosemipurificadoprocedentede lapreparacióncomercialy denominadoalo largode

estaMemoriacomoLCRS.

La reacciónsellevó a caboen tresgradosde hidratacióndiferentes,quefueron 5, 10 y

50 ¡.tl deagua/mgdepreparado,conello setrabajaríaadiferentesvaloresdea~segúnlo muestra

el perfil de la isotermade sordónde aguade estepreparadoen la FiguraIV.34. Dadoqueel

volumenfnal de la reacciónesde 10 ml con 5 pl de agua/mgdepreparado,trabajaríamosen un

valor aproximadode a»~= 0,8, correspondientealprimertramoascendentede la isoterma.Con

10 pl de agua/mgde preparado,el valor de a,, = 0,9, quecorrespondea un tramode la curva

dondese inicia el procesode saturacióny finalmentecon 50 pl de agua/mgde preparado,se

trabajaríaen condicionescercanasalasaturaciónen agua,con un valorde a,, 1,0.

8l

De la Casa,R.M., Sánchez-Montero,J.M. y Sinisterra,J.V. (1996)Biotechnol?Leal, 18, 13-18.

‘99 Mustranta,A. (1992) App! Microbio! Bictechnol?, 38, 61-66.
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Figura lV.40. Conversión en ester propiónico del (R,S’) 2-(4-isobutilfenil) propanoico catalizada por 
LCRS. Condiciones de reacción [ácido].= [alcohol] = 66 mM, 40 mgde preparado LCRS, T = 30 “C, agitación 500 

volumen = 10 ml. 

60 
n 

mg de preparado 

5 microlitros 

/ m 10 microlitros 

ti 50 microlitros 

0 100 200 300 400 500 
t Ch> 

Observamos que el porcentaje de conversión cuando se añaden 5 mg de agua/mg de 

preparado enzimático es inferior a los perfiles correspondientes a los otros dos casos, debido a 

que este contenido en agua aunque es suficiente para hidratar el preparado enzimático, hay que 

tener en cuenta que nos encontramos en un volumen de reacción de 10 ml, por lo que el agua 

añadida debe repartirse entre todo el sistema. Transcurridas más de 450 h de reacción no se 

alcanza el 50 % de conversión. Al emplear 10 mg de agua/mg de preparado, la adición es 

suficiente para hidratar al biocatalizador y repartirse entre todo el sistema. La velocidad inicial 

es mayor y se alcanza el 50 % de conversión a 200 h, aunque la velocidad de la reacción varíe 

poco tras alcanzar este rendimiento. Añadiendo 50 mg de agua/mg de preparado, la velocidad 

inicial es ligeramente inferior, aunque también se alcance el 50 % de conversión a 200 h, 

siguiendo un comportamiento semejante al perfil presentado por la adición de 10 mg de agua/mg 

de preparado. Además también se realizó un estudio de la enantioselectividad del sistema 

analizando las muestras por HPLC tal y como se explicó en la Parte experimental. 
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TablaIV.25. Datosdeconversión(%)enesterpropiónicodel (R,S)2-(-isobutilfenil)propanoicocatalizada
por LCRS. Condicionesdereacción:[ácido]=[ester]=66mM;volumenfinal: 10 mí; preparadoenzimático:40 mg;
disolvente:iscoctano;300C; 500 rpm;aguabidestilada:5, 10y 50 ±1pormgdepreparadoenzimático.tConversión
en ester.b Excesoenantioméricode ácidoremananteR (-)> 5 (+) calculadopor 1-IPLC.

t(b)

5 pl agua/mgprep. 10 gI agua/mg

prep.

50 gil agua/mgprep.

% conv/ % C.C.” % convm % ~ 0/ ~
011ya % e.eY

25 3,2 9,5 17 15,5 12 13

54 8 13 31 37 25 26

72 13 17 37 50 30 32,5

120 19 24,5 43 50,1 41 51

155 26 29 47 60 45 56,5

200 30 33 49 62 48 64,5

269 34 39,5 52,5 66 51 70

340 37 43 54 67 52 70,5

462 44 46 57 69 57 71

Los resultadossemuestranen laTablaIV

semipurificadomantienela enantioselectividad

.25, donde podemosobservar que el derivado

hacia la esterificacióndel ácido8 (+). Los

excesosenantioméricosdelácidoremanenteaumentanamedidaqueavanzala conversión.No

obstante,los valoresobtenidossonalgo menoresque los alcanzadosparaLCRC a tiempo

semejante(Tabla IV.22), obteniéndoseen todos los casosvaloresmuy bajosde la relación

enantiomérica(E)’
96 (2 <E < 50). Estamenoractividadde la LCRS respectoa la LCRC en

procesosde esterificaciónya fue indicadapor Sánchez-Monteroy col.’89 y atribuidapor los

autoresaladesestabilizaciónproducidaporlaeliminaciónde lalactosa.Noobstante,a la luz de

96 Sih, Ci. y Wu, S.H. (1989).En TopicsinStereochemistry,19.Ed.: Eliel, EL. y Wilen, S.H., NY:John Wiley

& Sons.pág.:63-125.

>~ Sánchez-Montero,J.M.; 1-lamon,V.; Thomas,D.y Legoy,MD. (1991)Blochim. Biophys.Acto,1078,341-350.
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nuestros resultados de ATG (Tabla IV.20) donde se mostraba que la LCRS estaba más hidratada 

que la LCRC, no debemos descartar cierta lixiviación del agua intraparticular hacia la superficie 

favoreciendo la hidrólisis frente a la síntesis. 

El mismo ensayo fue realizado para la preparación UAB obtenida a través de condiciones 

de fermentación controladas. Igualmente se escogieron tres estados de hidratación diferentes para 

conocer cómo afectaba el grado de hidratación en la actividad catalítica y en la 

enantioselectividad del preparado (Figura IV.41). Las condiciones de reacción consistieron en la 

esterificación del ácido (&S’) 2-(4-isobutilfenil) propiónico con n-propano1 en isooctano a 30 “C. 

Los excesos enantioméricos alcanzados y la conversión alcanzada se muestra en la Tabla IV.26. 

Figura IV.41. Conversión en ester propiónico del (R,s) 2-(4-isobutilfenil) propanoico catalizada por UAB. 
Condiciones de reacción: [ácido] = [alcohol] = 66mM; volumen final: 10 ml; preparado enzimático: 227 mg; 
disolvente: isooctano; 1B: 3OT; agitación: 500 rpm. 

i 

Agua aííadida por 
mg de preparado 

l 5 microlitros 
1 n 10 microlitros 

\ + 50. microlitros 

0 

0 1Q.Q 2QQ 3OQ 400 
t(h) 

La lipasa UAB mantuvo la S-enantiopreferencia, mostrando una sensibilidad al grado de 

hidratación comparable a la observada con los anteriores preparados. El preparado UAB mostró 

también una baja enantioselectividad pues los valores de E nunca superan el valor de 10,O. 

271 



Resultadosy discusión.

Tabla IV.26. Datos de conversión(%) en ester propiónico del (R,S) 2-(-isobutilfenil) propanoico
catalizadaporUAB. Condicionesdereacción:Condicionesdereacción:[ácido]= [alcohol]= 66rnM; volumenfinal:
10 mi; preparadoenzimático:227 mg; disolvente:isooctano;r: 300C; agitación:500rpm;aguabidestilada:5,10
y 50 u1 pormg depreparadoenzimático.

t(h)

5 pI agua/mgprep. 10 pI agua/mg

prep.

50 pI agua/mg

prep.

% COIIV. % e.e.~ % conv! % e.eY % conv! % e.CY

30 8 13,5 33,5 44,5 56 79

80 12 17 51 70,5 60 76,5

200 21 21,5 62 82,5 68 73

250 25 20,5 66,5 79 72 66

400 30 24 71,5 74 78 22

ester.“ExcesoenantioméricodeácidoremananteRa Conversiónen (-)> S (-¾) calculadoporHPLC.

Enfunciónde estosresultadosobtenidossedeterminaronlas velocidadesinicialesde la

esterificacióncatalizadaporcadapreparadocuandoactuabancomocatalizadoresde la reacción

utilizada como test paradeterminarla influenciadel grado de hidrataciónsobrela actividad

sintéticaenmedioorgánico.Los resultadossonlas quese muestranenla TablaIV.27,dondese

comparancon los datosobtenidosparaLCRC en las mismascondicionesde reacción.

Tabla IV.27. Velocidades iniciales dc reacción para la síntesisdel ester propiónico del (R,S) 2-(-
isobutilfenil)propanoico.Condicionesdereacción:[ácido] [alcohol] 66mM; volumen final: 10 mí; preparado
enzimático:40 mg; disolvente:isooctano;Ta: 300C; agitación:500 rpm; aguabidestilada:5, 10 y 50 pl por mgde
preparadoenzimático.

Puedeapreciarseque añadiendo5 gí agua/mgde enzimahay una bajavelocidadde

reaccióndebidoa que la hidrataciónno essuficienteparaque el preparadoenzimáticopueda
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Velocidad inicial (mutol esterconvertidos/mgenzima/h)
Enzimas ¡ ¡ y

0 (50>/v. (5)

5 pI agua/mg prep. j 10 pl agua/mgprep. ¡ 50 pi agua/mg prep.

LCRC l,8310-~ 3,1510~ 6,61~10~ 3,6

LCRS 1,3210~~ 3,4~10~ 9,6710~ 7,32

UAB 1,25~1W~ 8,82~10~ 22~10~ 17,6
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ejercersuactividadcatalíticaconel mismorendimiento,estoesmáspatenteenel casodeUAB.

Si seaumentahasta10 y1 agua/mgdepreparado,la velocidaddela LCRS esalgosuperior

ala de LCRC. En estecasola UAB haaumentadobastantelavelocidadconrespectoa los otros

dosbiocatalizadores.

Estehechoesmásnotablecuandoseañaden50 yíagua/mgdeenzima,dondelavelocidad

parala reaccióncatalizadaporLCRSesmayorqueLCRC,aunquelaactividadde UAB estámuy

pordelantede ambas,trabajandofrenteal mismo sustratoy con las mismascondicionesde

reacción.

Enresumen,abajacantidaddeaguaañadidapormgdemuestraconamboscatalizadores

(LCRS y UAB) setieneunamismavelocidadinicial deesterificación.No obstante,al aumentar

la cantidadde aguaañadida,las velocidadesinicialesde esterificaciónobtenidascon la LCRS

y UAB sonmayoresqueconel preparadocomercial.Esto indicaunamayorsensibilidadal nivel

de hidratacióndel macroy microentomode laslipasasUAB y LCRSqueenel casode la LCRC.

Ello estádeacuerdoconsusisotermasde sorción,FiguraJV.34y FiguraIV.35,respectivamente,

comparadascon la de LCRC(FiguraIV.29).

Estosresultadostambiéncoincidencon los presentadosporSih y col.>97en lahidrólisis

de 2-aril y 2-ariloxipropanoicoscatalizadaporpreparacionescruday purificadasde unalipasa

usandomedioorgánicocomo disolvente.Comprobaronun aumentode kcat/Km al emplearla

preparaciónpurificadaqueprocedíade unamodificaciónno covalente.Unefectosimilarestaría

provocadoen nuestrocasopues la LCRS procedede un procesoen el que sehan retirado

moléculasunidasno covalentementepresentesen lapreparacióncomercial.

~ Gu, Q.M.; Reddy,DR. y Sih, Ci. (1986)TetrahedronLeal, 27, 5203-6.
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Por otro lado, esde destacarla notablediferenciade velocidadque aparececuandola

reacciónestácatalizadaporUAB en las condicionesóptimasde hidratación(50 jil agua/mgde

enzima).Ello ha de atribuirsea la diferentecomposiciónen isoenzimasde la LCRC y UAB

(TablaIV.6).

Teniendopresenteestos resultados,deduciríamosque la LIP 2, sólo presenteen la

muestraUAB, esmuchomássensiblea la hidrataciónque la LJP 1, presenteen la LCRC. Así

mismo,estosdatosnospermitendarunanuevainterpretacióna los resultadosde laTablaIV.7,

yjustificar lapobreactividadestersintetasadescritapara¡a lipasaUAB. Lareacciónallí descrita,

sehizo sin añadiragua,porlo quela LJP 2 no estaríahidrataday no catalizaríala reacciónde

síntesis,tal y como seve enesaTabla.Conello, podemosdecirquecontrolandolas condiciones

de fermentaciónhemosobtenidoun preparadomásactivo catalíticamentequela LCRC aaltos

nivelesde hidratación.

Paraconcluir podemosdecir que a travésde las isotermasde sorciónde aguade los

preparadosenzimáticossehan podidodiseñarlas condicionesde hidrataciónidóneasparasu

aplicación ensíntesisen medioorgánicoy en consecuenciaobtenerlos mejoresresultadosen

cuantoa laconversiónen estery mejorarla enantioselectividadde la enzima.
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2. Influenciade lascondicionesde fermentaciónseguidasen la producciónde

lipasa sobresu actividad catalitica.

LascondicionesexperimentalesfuerondescritasenlaParteexperimental.El objetivode

esteensayoconsisteendeterminarsi, manipulandolas condicionesde fermentación,sepueden

obtenerbiocatalizadoresquepresentendiferentesactividadesen reaccionesbiocatalizadasen

medioorgánico.Los preparadosobtenidossedesignaroncomoUAB, UAB-1000 y UAB-300 y

las condicionesde fermentaciónestánexpuestasen la Tabla 111.2.Las diferenciasentreellos

quedaronpatentesen la caracterizacióndiscutidaenel ApartadoIV.l de esteCapítulo(Tabla

IV.6) frenteasustratosnaturales.Seguidamenteseprocedióa la determinaciónde suactividad

empleándoloscomo biocatalizadoresen reaccionesde esterificaciónde sustratosno naturales

como los ácidos (R,8) 2- aril propanoicos,empleandocomo sustratosel ácido (1<8) 2-(4-

isobutilfenil) propanoico,el ácido (8) 2-fenil propanoico,el ácido (1?) 2-(3-benzoilfenil)

propanoicoy el ácido(8) 2-(3’-benzoilfenil)propanoico.Las reaccionessehicieronsin añadir

aguaal medioperoempleandoel disolventesin secar(aw = 1).

Los resultadosobtenidossemuestranenla TablaIV.28 dondeseexponenlasvelocidades

de reacciónenmmolesde estersintetizadospormg deproteínaporhoradereacción.Los valores

obtenidossecomparanconlos obtenidosparala LCRC (catalizadorde referencia).

Podemoscomprobarcuandotrabajamossinadiciónde aguaquela lipasaUAB esmucho

másactivaconsustratospequeñoscomoelácido(8) 2-fenilpropanoicoqueconsustratosgrandes

como el 2-(4-isobutil)fenilpropanoicoy el (1?) o (8) 2-(3’-benzoilfenil) propanoico. El casode

la lipasaUAB-1000,al igual queocurrecon laLCRC,laactividadcatalíticaenla esterificación

del (RS»2-(4-isobutilfenil)propanoicoesmayorqueen los otroscasos.
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Así puescadaenzimacrudapresentaun patrón de actividadcatalíticaque seha de

relacionarcon la cantidadde proteína(Tabla1.1) y la naturalezay proporciónde las isoformas

(TablaIV.4).

Tabla IV.28. Velocidadesiniciales de reacción (mmolesde estersintetizados/pormg deproteína/hora) de
las lipasas UAB y la LCRC, frente a ácidos2-aril propiónicos. Condicionesde reacción. [ácido] = [alcohol] =
66m1v1,30 “C, 500 rpm, volumen final tO mí, disolvente: isooctano.

mínolesde estersintetizados/mgde protCína/hora

LCRC UAB UAB-1000 UAB-300

Sustrato Sin adición de a2ua.

(R,.S) 2-(4-isobutilfenil) propanoico 3,01oÁ 2,0~1o~4 4,0-lo-5 í,o-io-5

(5) 2-fenil propanoico 2,5.IOÁ 5,5•í0-4 3,010-~ o

(R)2-(3’-benzoilfenil)propanoico 9,5.JQ-7 2,0-10-~ 1,610-’ 2,5-l0-~

(5) 2-(3-benzoilfenil)propanoico 6,5-10-y 2,510~ 1,5~í05 3,510-~

Vs/VR (2-(3-benzoilfenil) propanoico) 0,68 11,8 0,97 1,3

Con adición de agua.

(R)2-(3-benzoilfenil)propanoico O 6,5-lO-’ 2,0-te-’ 4,0-10-’

(5) 2-(3’-benzoilfenil)propanoico 4,O10~ 2,010-~ 2,510’ 4,510-’

vs/VR (2-(3’-benzoilfenil) propanoico) - 3,43 1,23 1,04

Por otro lado, en estascondicionesde ausenciade aguaañadidaal medio de reacción

vemosque UAB presentamayoractividadquela preparacióncomercialLCRC, en el casode

catalizarlaesterificaciónde un sustratotanvoluminosocomoel 2-(3’-benzoilfenil)propanoico;

siendoespecialmentelaUAB, precipitadaen presenciadelactosatrassuobtenciónenel proceso

de fermentación,la que dio la mayor velocidad.Esto podríaexplicarsepor una diferente

proporción de las isoenzimasen estaslipasascrudascomo ya se comentéen el Apartado

correspondientea lacaracterizaciónde las lipasas(SecciónIV.1).
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Cuandoanalizamoslos resultadoscorrespondientesala esterificaciónde los ácidos(R)

2-(3’-benzoilfenil)propanoicoy (8) 2-(3’-benzoilfenil)propanoico,observamosquelaactividad

esmayorenlaslipasasUABqueenlapreparacióncomercialLCRC,manteniéndoseenlos casos

en los quese adicionaaguala S-enantiopreferencia,tal y comosemuestraen la TablaJV.28,en

lasrelacionesde lasvelocidadesde esterificaciónentreel(S)y (R)2-(3-benzoilfenil)propanoico

(vs/vR). LaS-enantioespecificidadtambiénfuemostradaenlahidrólisisdelestermetílicodel(R,8)

2-(3’-benzoilfenil)propanoico.268

Cuandoañadimosaguaal medio advertimosque la LCRC sevuelveprácticamente

enantioespecífica,mientrasquela lipasaUAB mantienesuenantioselectividadhaciael isómero

S(±)del 2-(3’-benzoilfenil)propanoico.Estecomportamientoestáde acuerdocon la distinta

proporcióny naturalezade las isoenzimasenambostiposde lipasascrudas(TablaIV.6). Así las

lipasastipo UAB, quetienenunporcentajerelativomuy semejantede isoenzimasLIP 3 y LIP

2, dan similaresvelocidadesrelativasde esterificaciónde cadaestereoisómero(TablaIV.27);

mientrasquela LCRC quetieneLIP 3»LIP 1 escasienantioepecífica.Asípuesdebemospensar

que la LJP 3 es la más activa frente a este tipo de sustratosy que quizá LIP 2 tenga una

enantioselectividadopuestaaLIP 3.

En laFiguraIV.39 presentamoselperfil de la reacciónde esterificacióndelel ácido(1<8)

2-(4-isobutilfenil) propanoicocon n-propanolen isooctanocatalizadapor las diferentes

preparacionesensayadas.Lascondicionesde reacciónfueron:(R,8)2-(4-isobutilfenil)propanoico

66mM,n-propanol66 mM, 10 ml de isooctano,200 mg de preparadoenzimático,30 0C y 500

rpm.

~ Botta, M.; Cernia,E.; Coreili, F.;Manetti, E. y Soro,5. (1997)Biochim. Biophys.Acta,1337,302-310.
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Figura IV.42. Reacción de esterifkación de (R,S) 2-(4-isobutilfenil) propanoico con n-propano1 en 
isooctano con las preparaciones ensayadas: LCRC, UAB, MB-1000 y UAB-300. Condiciones de reacción: [ácido] 
= [alcohol] = 66mM, 18 mg de proteína, 30 “C, 500 rpm, volumen final 10 ml, disolvente: isooctano. 

/ ’ UAB 

I+ UAB- 1000 

UAB- 

0 50 100 150 
t(h) 

Como habíamos comentado anteriormente la mayor velocidad se alcanza con el preparado 

comercial (LCRC) seguido de la UAB. Con UAB- apenas hay conversión a las 150 h de 

reacción. Debido a que el ácido (&S) 2-(4-isobutilfenil) propanoico, dada su lipofilia (n; = 4,29) 

(Tabla III.ó), es un sustrato muy bueno para la esterificación en medio orgánico catalizada por 

la lipasa de Cundida rugosa, se procedió a estudiar la actividad catalítica de los preparados 

enzimáticos en la esterificación de sustratos para los que había menos afinidad, como el ácido 

(&S) 2-fenil propanoico (n: = 1,lS). 

En la Figura IV.43 se presentan los perfiles de la reacción de esterificación del ácido @,s) 

2-fenil propiónico catalizada por UAB y por LCRC. Podemos ver que hay una notable diferencia 

cuando la reacción está catalizada por UAB, esto nos indica que estamos trabajando con 

preparaciones que presentan un diferente contenido en isoformas y en consecuencia tienen 

diferente comportamiento al catalizar una reacción de esterificación en las mismas condiciones 

experimentales. El hecho de que la LCRC tenga tan poca actividad se debería a un efecto 
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inhibitorio del isómero (R) en el caso de la LCRC, ya que ambas enzimas presentan un valor de 

velocidad inicial de esterificación semejante para los isómeros (R) y (5’) (Tabla. IV.25). Esto debe 

también ser cierto para la lipasa UAB, si bien en menor medida pues su actividad catalítica es un 

orden de magnitud menor que la obtenida con sólo el isómero S(+) (Figura IV.45). 

Figura lV.43. Reacción de esterifkación del ácido (R,s) 2-fenil propiónico con n-propano1 en isooctano, 
catalizada por LCRC y UAB. Condiciones de reacción: [ácidol= [alcoholl = 66 mM, 10 ml de isooctano, 35 mg de 
proteína, 30 “C y 500 r.p.m. 
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Sin embargo, y, para tener una idea del comportamiento de estos preparados se procedió 

a realizar esta misma reacción con el enantiómero (5’) del ácido 2-fenil propiónico, lo cual nos 

daba igualmente una idea de la enantioselectividad de estas enzimas. En la Figura IV.44 

presentamos el perfil de las reacciones con las preparaciones LCRC y UAB para el isómero S(+), 

frente al cual presenta máxima actividad catalítica. 
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Figura IV.44. Reacción de esterifkación del ácido (S’) 2-fenil propiónico con n-propano1 en isooctano, 
catalizada por LCRC y UAB. Condiciones de reacción: [ácido]= [alcohol] = 66 mM, 10 ml de isooctano, 35 mg de 
proteína. 30 “C y 500 r.p.m. 
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En esta reacción queda patente la mayor velocidad de reacción cuando la esterificación 

está catalizada por UAB, respecto a LCRC. Si bien las dos preparaciones muestran una marcada 

S-enantiopreferencia, la velocidad que presenta UAB (5,5* 1 O4 mmoles de ester sintetizado/mg 

de proteínah Erente a 3,8. 10m5 mmoles de ester sintetizado/mg de proteínah para el racémico) es 

prácticamente el doble de la que presenta la LCRC (2,5* lo4 mmoles de ester sintetizadolmg de 

proteína&, fiente a 6,5~ 1 Os7 mmoles de ester sintetizado/mg de proteínah que tiene para el 

correspondiente racémico). Estos resultados nos reafirman en que estas lipasas obtenidas por 

condiciones de fermentación controladas presentan diferente comportamiento en la catálisis de 

la esterificación en medio orgánico al tener diferente composición de isoformas (Tabla IV.6). 

A partir de estos resultados procedimos a trabajar en la esterificación de los dos 

estereoisómeros del 2-(3’-benzoilfenil) propanoico, un sustrato que mostraba apriori dificultades 
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enelproceso,debidoaquesugeometríasuponíaun importanteimpedimentoestérico,>90272

que podía favorecerla comprensiónde los resultadosy un mejor conocimiento de los

biocatalizadorescon los que setrabajaba.Paraesteensayoy debidoal interésquedespertóen

nuestrogrupolos resultadosobtenidossobrela influenciadel estadode hidratacióndel sistema

en la actividadde la enzima,setrabajóen dostipos de condiciones,denominadas:

i) sin agua: medio formadopor 10 ml de isooctano,sinadiciónde agua,

u) con agua: medio formado por 8 ml de isooctanoy 2 ml de agua (cantidad

correspondientea 200 jil de agua/mlde disolvente).Estasúltimascondicionesnosaseguraban

trabajaraa~«~1.

En general,el protocoloquese siguióen el experimento,fue elmismoqueparael resto

de los sustratos:ácido 2-(3’-benzoilfenil) propanoico66mM, n-propanol66 mM, 10 ml de

isooctano,200 mg de preparadoenzimático,30 oc y 500 rpm.

EnlaFiguraIV.45 semuestranlos resultadosobtenidosenlaesterificacióndel(A)- 2-(3’-

benzoilfenil) propanoicocuandono seañadíaaguaal medio. En estecaso con la LCRC no

presentaapenasconversiónenla esterificacióna las 200 h de iniciarsela reacción.Estosedebe

al gran impedimentoestéricode estesustratoy a que estalipasaesS-enantiopreferentey en

consecuenciano aparecenresultadossignificativos.Los mejoresvaloresaparecencuandola

reacciónestácatalizadaporlaUAB seguidadeUAB-300.Estosresultadossonimportantesdadas

las característicasdel sustratoempleadoy ademásen las condicionesanhidrasdiseñadas.No

190 Hernáiz,M.J.; Sánchez-Montero,J.M. y Sinisterra,J.V. (1994)Tetrahedron,50, 10749-10760.

272 Sih,CH.J.; Gu,Q.-M. y Reddy, D.R: (1986)En: Trendsiii MedicalChemistry,181-194.Ed.: Mutschler,E. y

Winterfeldt,E., VCH, R.F.A.
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obstante, los bajos rendimientos obtenidos no son relevantes ya que las bajas conversiones 

alcanzadas nos impiden sacar conclusiones sobre estos derivados. 

Figura IV.45. Reacción de esterificación de (R)-2-(3’-benzoilfenil) propanoico con n-propano1 en 
isooctano, 17% de proteína, sin adición de agua; las preparaciones ensayadas fueron: LCRC, UAB, UAEI-1000 y 
UAB-300. Condiciones de reacción: [ácido]= [alcohol] = 66 mM, 10 ml de isooctano, 30 “C y 500 r.p.m. 

1 .OE-2 

c; E;, 7SE-3 

8 
$ 5.OE-3 

õ 

8 2.5E-3 

O.OE+O 

0 100 200 300 400 500 
tO 

Figura IY.46. Reacción de esterifícación de (s) 2-(3’knzoilfenil) propanoico con n-propano1 en 
isooctano 17% de proteína, sin adición de agua; las preparaciones ensayadas fueron: LCRC, UAB, UAFI-1000 y 
UAB-300. Condiciones de reacción: [ácido]= [alcohol] = 66 n-M, 10 ml de isooctano, 30 “C y 500 r.p.m. 
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En la Figura IV.46 se muestra el pefil de las curvas correspondientes a la esterificación 

del (S)-2-(3’-benzoilfenil) propanoico en condiciones anhidras y catalizado por las diferentes 

preparaciones ensayadas. En este caso también es la preparación UAB la que presenta mayor 
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velocidad de reacción, seguida de LIAR-300 y UAB-1000. Con la LCRC. las conversiones 

alcanzadas son tan despreciables, que carecen de relevancia. 

Cuando la reacción se llevó a cabo añadiendo agua, se trabajó en unas condiciones de 

máxima hidratación, con un valor de a, s , . 1 0 En este caso, sí se pudo observar diferencias 

significativas en cuanto a la actividad y enantioselectividad de los preparados, percibiéndose en 

todos los casos un aumento de la actividad, debido a que la adición de agua provocaba en los 

preparados la formación de la monocapa de moléculas de agua que toda enzima requiere para 

alcanzar su conformación catalíticamente activa. En el caso de la esterificación del ácido (R) 2- 

(3’-benzoilfenil) propanoico con n-propano1 en isooctano y con adición de agua (0,2 mlknl de 

isooctano), con la LCRC no hubo reacción, mientras que los mejores resultados se obtuvieron con 

las preparaciones UAES y UAB-300, tal y como se muestra en la Figura IV.47. 

Figura IV.47. Reacción de esterificación de (R) 2-(3’knzoilfenil) propanoico con n-propano1 en 
isooctano con adición de agua (0,2 ml/ml de disolvente), 17% de proteína, . las preparaciones ensayadas fueron: 
LCRC, Ub, UAB- y UAB300. Condiciones de reacción: [ácido]= [alcohol] = 66 mM, 10 ml de isooctano, 
30 “C y 500 r.p.m. 
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Por otro lado, en la esterificación del ácido (S) 2-(3’-benzoilfenil) propanoico con n- 

propano1 en isooctano y con adición de agua (0,2 ml/ml de isooctano) con la LCRC sí hubo 
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reacción pero con muy bajas conversiones, tal y como se muestra en la Figura IV.48; la máxima 

conversión se obtuvo con la UAB, que presentó una marcada S-enantioselectividad al manifestar 

una velocidad inicial de esterificación del (S)-Z-(3’-benzoilfenil) propanoico de 2 * 10m4 mmoles 

de ester sintetizado/mg de proteína/h mientras que con el (R)-2-(3’-benzoilfenil) propanoico fue 

de 6.1 OeS mmoles de ester sintetizado/mg de proteína/h), alcanzando la ma.xima conversión a las 

200 h. Para los otros dos preparados, UAEI-1000 y UAB-300, las conversiones alcanzadas son 

menores (UAB- > UAB-1000) no mostrando diferencias significativas en cuanto 

enantioselectividad se refiere a la hora de distinguir a los dos enantiómeros. 

Figura IV.48. Reacción de esterificación de (S)-2-(3’-benzoilfenil) propanoico con n-propano1 en 
isooctano, con adición de agua (0,2 ml/ml de disolvente), 17% de proteína; las preparaciones ensayadas fueron: 
LCRC, UAB, UAB- v UAB-300. Condiciones de reacción: [ácido]= [alcohol] = 66 mM, 10 ml de isooctano, 
30 “C y 500 r.p.m. 
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En resumen, puede apreciarse que siempre las enzimas son S-esteropreferentes como ya 

se mostró anteriormente. Así mismo indicar que la LCRC es muy poco activa tanto en presencia 

como en ausencia de agua en la esterificación de este ácido. Un resultado análogo ha sido 
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indicadoporGarcíay col.262Asípues,teniendopresentelos datosde laTablaIV.6, diremosque

la LIP 2 esmásactivacomocatalizadoren esteprocesoqueLIP 3 y un estudiomásdetalladode

los datosnosindicaquela lipasaUAB esla másactivafrenteal ácido5, si bienfrentealácido

1? muestrala lipasaUAB unaactividadsimilar a la lipasaUAB-300. Ambosbiocatalizadores

presentanlamismaproporciónde LIP 3 y LIP 2 (TablaIV.6), perola proporcióndeproteínaes

menoren la lipasaUAB-300 (TablaIV.6).

Puedeapreciarseen lasFigurasIV.47 y IV.48 quela adiciónde aguaalmediohasta(a~)
0

1,0 ejerceun efectoligeramentenegativosobrelaactividadcatalíticade la lipasaUAB tanto

en el casodel isómeroScomodel 1?. Al contrario,laslipasasUAB-1000 y UAB-300 parecenser

bastanteinsensiblesa la presenciao ausenciade aguapuespresentanunaactividadcatalítica

semejante.

A partir de estosresultadospodemosconfirmar que el control de las condicionesde

fermentaciónafectaalanaturalezay proporciónde isoenzimasy porello a laactividadcatalítica

y a laenantioselectividadde la lipasadeCandidarugosa.
273

Así mismotambiénseestudióla influenciaqueteníanlos disolventescon diferentelog

P sobrela actividad de lapreparaciónUAB enunmedio dereacciónenausenciadeaguaañadida;

ello nospermitíacomprobarla influenciade la polaridaddel medioen el gradode hidratación

del biocatalizadory enconsecuenciasobresuactividadcatalítica.En estecasolascondiciones

dereacciónconsistieronenlaesterificacióndel ácido(RS)2-(4-isobutilfenil)propiánicoconn-

propanol.Los resultadossemuestranen la TablaJV.29.

262 García,M., Gradillas, A., de]Campo,C.,LJama,E., Sánchez-Montero,J.M. y Sinisterra,J.V. (J997)Bioteclrnol.

Lett., 10, 999-1004.

273 De la Casa,R.M.; Sánchez,A.; Sinisterra,iv. y Sánchez-Montero,i.M. (1998)En StabilityandStabilization

ofBiocatalysts.Ed.: Ballesteros, A.; Plou, Fi.; Iborra, iL. y Halling, P.J. Elsevier Sc. B.V.p: 735-740
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TablaIV.29. Resultadosobtenidosen % de conversiónen la esterificacióndel ácido2-(4-isobutilfenil)
propanoicoconn-propanol.Condicionesdereacción:[ácido] [alcohol]= 66 mM, lO mide isooctano,200 mgde
preparado(35 % de proteína),30 0C y 500 r.p.m.

t(k) Isooctano Cielohexano 1,1,1-tricloroetano

30 31 36,5 38

80 46 50 57

136 55,5 55 56

Podemosapreciarque cuandoseanalizanlos resultadosatiemposcortosde reacción(t

= 30 h) hayunaligeradiferenciacuandosetrabajacondisolventesconciertocarácterhidrofilico

comoel 1,1,1-tricloroetano(log P = 2,49),dondeapareceun porcentajede conversiónsuperior

acuandoel disolventeesciclohexano(log P= 3,44);y cuandoel disolventeesmuyhidrofóbico

comoel isooctano(log P = 5,8),la conversiónesmenor.Sin embargoalas 136 h de reacciónla

conversiónalcanzadaen los diferentesmediosorgánicosempleadoses similar. Con ello,

podemosafirmarque la preparaciónUAB trabajamejoren mediospocohidrofóbicosy de los

resultadosde la Tabla IV.28 deducimosigualmenteque la velocidadde reacciónse ve

incrementadacuandoseadicionaaguaal medio.
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3. Influencia de la presenciade cosolventescomo miméticos del agua en la

esterificación del ácido 2-(3’benzoil)-fenil propanoico usando la lipasa de

Candidarugosa.

Hasta el momento hemospodido comprobarcómo el grado de hidrataciónde un

biocatalizadorafectabaa suactividadcatalíticay estorepercutíaenel rendimientofinal de la

reaccióny consecuentementeen la enantioselectividaddel proceso.

La cantidadde agua presenteen el microentomoque rodea a la superficie del

biocatalizadores compatiblecon la requeridaparadesarrollarla actividadenzimática,pues

facilita la flexibilidad necesariaparala catálisis.46Teniendoen cuentaque los movimientos

internosdelaproteínaenestadosólidosonresultantesdelaumentodeflexibilidad sonesenciales

parala actividadenzimática.

Desdeel punto de vista mecánico,el papeldel aguacomo lubricantesebasaen la

capacidaddeformarenlacesdehidrógenocongruposfuncionalesdelamoléculadeproteína,los

cuales,estánunidosunosaotrosdandolugaraunaestructuraordenada.Deahíqueseaposible

que otros compuestospropensosa formar enlaces de hidrógeno (por ejemplo, glicerol,

etilénglicol)puedanactuarde manerasimilar. Laeficienciade estoscompuestosdependede su

potencialparaformarestosenlaces,lo queprovocaunamayormovilidadconformacionalde la

enzima.

Ademásde esto, laventajade sustituirlas moléculasde aguaporestosmiméticos en las

reaccionesdeesterificacióndondeelaguaesunproducto,esqueel equilibriode lareacciónestá

46 Zaks,A-y Klibanov, AM. (1988)J.Rio! Chein.,263, 80I7-8021.
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favorecido hacia la síntesis,evitandola reversibilidadhaciala reacciónde hidrólisis, que se

provocaríaen el casode quehubieseun excesode aguaen el medio.

Porello seabordóel estudiode la influenciade disolventespolaresquepresentesen el

mediodereacciónenpequeñasconcentraciones,pudieranactuarcomomiméticosde moléculas

de agua. Paraesteestudio se utilizó como reaccióntest la esterificacióndel ácido 2-(3’-

benzoilfenil) propanoico con n-propanol, empleandodiferentes disolventes,variando las

condicionesdehidratacióny fundamentalmentealterandola relaciónmolarácido/alcohol.

Los resultadosobtenidosse muestranen la Tabla IV.30, en ella se exponenlas

condicionesde reacciónempleadasparaponerapuntoel protocoloy determinarlos requisitos

necesariospara poder haceruna determinaciónde la influencia sobrela conversiónde la

sustituciónde laadiciónde aguaal mediode reacciónporla de otrosdisolventes.

En un principio la relaciónácido/alcoholempleadafue 1/1, yaqueerala quehabíasido

utilizadaparalaesterificaciónde ácidos2-ami propiónicos;semantuvieronconstantesel resto

de los parámetroscomoel volumende disolvente(10 mi), la cantidadde biocatalizador(20

mg/mí), la temperatura(30 0C) y laagitación(500rpm) y secalculóporcromatografiade gases

el porcentajede conversiónobtenidoa las 200h dereacción.

Cuandose empleócomo disolventela isobutil metil cetona(log P = 1,31) no hubo

reacción como se había comprobadoanteriormentedebido a las característicasaltamente

hidrofilicas quehacíande estesolventeun medio incompatibleparala síntesiscatalizadapor

LCRC.248En el casodeltolueno(log P = 2,5) todavíaeslo suficientehidrófilo comoparaquela

preparacióncomercialseacapazdecatalizarla esterificación.Seprobódisminuirlapolaridadde

~ De la Casa,R.M. (1994)TesinadeLicenciatura.Facultadde Farmacia.UniversidadComplutense.
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estedisolventemezclándoloconisooctanoenunarelación(6/4 y/y), peroenestascondiciones

tampocoaparecieronresultadosrelevantesen conversióny finalmente la última estrategia

probadafue el empleode undisolventehidrófobocomoel isooctano(log P= 5,18)comomedio

orgánicoy enestecaso tampocoseaprecióconversiónsignificativaen estera las 200 h de

reacción.Por tantoen las primerascondicionesprobadas,al trabajarenausenciade aguay con

relaciónácido/alcohol1:1 no hayreacción,seacual sealapolaridaddel disolvente.

TablaIV.30. Esterificacióndel -2-(3’-benzoilt’enil)propanoico(66mM)conn-propanol(66mM)catalizada
por LCRC, 20 mg depreparadoenzimático/mJdedisolvente.Disolvente10 ml. T = 30 0C. Agitación 500 rpm. t

1
= 200 ti.

Disolvente Relación molar
ácido/alcohol

Agua
(pi/mg enzima)

benzoilfenil)
propanoico

% (S) -2-(3’-
benzoilfenil)
propanoico

Isobutil metil cetona 1/1 0,0

lsooctano 1/1 0

Tolueno 1/1 0,0

lsooctano/toluenoa iii 0,0

Isooctano 1/4 0,0 1,5 2

lsooctano 1/4 1,0 3 10

Isooctano/totuenob 1/4 1,0 1,5 3

EterdiisopropíJico J/4

Isooctano 1/4 10,0 - 14

lsooctano 1/8 10,0 6,0 7,0

Ciclohexano 1/4 10,0 3,0 7,0

Ciclol-iexano 1/8 10,0 1,0 2

a) Isooctano/tolueno=6/4y/y
b) lsooctano/tolueno=9/1 y/y

289



Resultados y discusion.

Poreso,el siguientepasodel estudiofue probara aumentarla relaciónácido/alcohola

1/4 y probarempleandocomodisolventeel isooctanoquedadasuhidrofobicidaderaidóneopara

la síntesisdel estercatalizadaporLCRC. En estecasoy sin adicióndeaguaal mediosedetectó

un 1,5 % de conversiónen el esterdel (R)-2-(3-benzoilfenil)propanoicoy un 2 % en (S)-2-(3’-

benzoilfenil)propanoico.Asípuesenestascondicionesno hayenantioselectividadenlaenzima

progresandolaesterificaciónporel excesode alcohol segúnlos principiosde laquímica.

Ante estosresultadosseprobóla influenciade la adiciónde 1 gí de agua/mgde enzima

al medio y la consecuenciafue la obtenciónde un 10 % de conversiónen el ester(S)-2-(3-

benzoilfenil)propanoico.Luegolaadiciónde agua,debehidratarla superficiehastaun valorde

1 (ver FiguraIV.29) dondeyala enzimatieneflexibilidad3546y puededistinguirentreambos

estereoisómeros.

Igualmenteseanalizó la presenciadel aguaempleandoun medio menoshidrófobo,

mezclandoisooctanoy toluenoenunarelación(9/1 y/y), sin embargo,en estecasolaconversión

enesterdel (S)-2-(3t-benzoilfenil)propanoicosólo alcanzóel 3 %. Trabajandoen las mismas

condicionesdeadicióndeaguaseempleóel éterdiisopropílico(log P = 2,0),perono seaprecié

ningún resultadoen la conversión.Estosresultadosponende manifiestola actividadcaptorade

aguadel mediohidrófilo, queharíaqueel a~« 1.

Como laadición de aguapareciódarresultadosrelevantes,seprocedióa esterificarel

ácidocarboxílicoempleandoel mejordisolvente(isooctano)y añadiendo10 k1 de agua/mgde

enzima;en estascondicionesno huboreaccióncon el ácido(R)-2-(3-benzoilfenil)propanoico,

35 Wescott,C.R. y Klibanov,A.M. (1993)JAm. Chem.Soc., 115, 1629-31.

46 Zaks,A. y Klibanov,AM. (1988)J Bici Chem.,263, 8017-8021.
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pero se llegó hastaun 14 % del esterdel (S)-2-(3’-benzoilfenil)propanoicoa las 200 h de

reacción, aumentandoconsiderablementeen estascondiciones la enantioselectividaddel

biocatalizador.Esto indica que unamayor cantidadde aguapuedehidratarmásla masadel

biocatalizadoraumentandoelnúmerodemoléculasactivasdela enzima.Dadaslascaracterísticas

hidrofóbicasde estedisolvente seestudió la reacción,en las mismascondicionescon otro

disolventecon alto log P (log P = 3,44),como el ciclohexano.Enestecasosellegó aun 3 % de

ester(R)-2-(3’-benzoilfenil)propanoicoy aun 7 % deester(S)-2-(3-benzoilfenil)propanoico.

Estoindicaqueel aguafavorecela enantioselectividadde la enzimaal aumentarsu gradode

flexibilidad. Dadoqueel ciclohexanoesmáshidrófilo, el gradode hidrataciónde la masadel

biocatalizadorserámenory porello la flexibilidad inferior que en isooctano.Eso explicalas

menoresconversionesy enantioselectividadesobservadasen ciclohexanorespectoa isooctano.

EstepuntoyahasidodiscutidoporotrosautorescomoKawashiroy col.24parala«-quimotripsina

en la reacciónde transesterificación.

Comolapresenciade unamayorcantidadde n-propanol,al aumentarla relaciónmolar

ácido/alcoholhasta1/4, pareciómejorarlos resultados,serealizó la esterificaciónaumentando

hasta1/8 la relaciónácido/alcoholy empleandoisooctanocomodisolvente.Puedeobservarseque

el procesopierdeenantioselectividady disminuyeconsiderablementeel rendimientofinal de la

reacción,alcanzándosetansóloun 7 %del esterdel(S)-2-(3’-benzoilfenil)propanoico.Mientras

que cuandoseutilizó el ciclohexano,tampocohay enantioselectividady la conversiónfinal

alcanzadallegaa un 2 % de esterdel (S)-esteroisómero.Esto se deberáa un aumentode la

inespecíficaesterificaciónporvía químicaalponerun reactivoen fuerteexceso.

24 Kawashiro, K.; Sugahara,1-1.; Sugiyama,Sh. y Hayashi, 1-1. (1995)RiotechnotLea, 17, 1161-6.
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Asípuesel disolventeclaramentecompitecon laenzimaporelaguadel medioy según

el disolventese tendráqueañadirunaproporciónde aguao del miméticodel agua.

Dadoquelosmejoresresultadosobtenidosencuantoarendimientoy enantioselectividad

sehanconseguidocon unarelaciónmolar ácido/alcohol(1/4), 10 .tl de agua/mgde enzimay

utilizando el isooctanocomo disolvente,el siguientepasoha sido sustituirel aguaañadidaal

medio de la reacciónpor un disolventeque actuaraemulandolas propiedadesde la misma

comportándosecomomimético.Comodisolventesseemplearonalcoholespor suanalogíacon

elaguaa lahorade la formaciónde puentesde hidrógenoentreel grupo-OH delalcoholy los

grupospolaresde la proteína,quemimetizanlos formadosentrelosOH del aguay la proteína.

El empleo de alcoholescomo aditivos polares se ha aplicado a diferentestipos de

reacción.AsíMattiassony col.274hanconseguidofavorecerlamigracióndelgrupoacilo en la 2-

monooleínaconel empleode alcoholesmisciblesen agua,trabajandoen condicionesanhidras.

Estetipo de aditivosse caracterizapor ejercerun efectomacromoleculary molecularen

elcomportamientocatalítico.275Porunladoejercenefectosmacroscópicosatravésdeparámetros

fisico-quimicosy/o termodinámicoscomoeslaa~,viscosidad,tensiónsuperficial,etc.;y porotro

lado, puedenejercerefectosanivel molecularmodificandodirectamentelaconformaciónde la

proteína. Ambos efectos actúan sobre la catálisis enzimáticaalterando la actividad y

especificidad.

274 Fureby, AM.; Virto, C.; Adlercreutz,P. y Mattiasson,B. (1996)J3iocatalBiotransform.,14(2),89-111.

275 Lambert,C.; Pourplanche,C. y Larreta-Garde,‘V. (1997)BiocatatBiotran~form.,15(1),39-55.
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En la misma línea, Mcminn y col.47 al estudiarla isotermasde sorciónde diferentes

suspensionesenzimáticasendistintosdisolventescompruebanque conaltosvaloresde a~ la

absorciónde aguaporpartedelbiocatalizadoresinferior enpresenciadealcoholes,siendoeste

descensodela absorciónmuchomásmanifiestoenpresenciadepropanol.Estosautoresrefieren

esteefectoa la competicióndel disolventecon el aguapor los sitios de unión de lasmoléculas

de aguade laproteína.

Comomiméticossehanutilizado:etanol,propanol,octanol,isopropanoly terc-butanol

a una concentraciónde 1 98mM empleandoisooctanocomodisolventeapolar(paraque no

captaraagua),y una relación molar de (S)-2-(3-benzoilfenil)propanoico(el másactivo)/n-

propanol 1/1.

Paraver si los alcoholesmiméticosempleadospodríanesterificarsedandounareacción

parásitaalaqueestábamosestudiando,se realizaronlasreaccionesde esterificaciónempleando

estosmiméticoscomosustratosde la esterificación.Los resultadosmostraronque únicamente

el propanoly el etanolactuabancomosustratosde la reacciónde esterificación.

EnlaTablaJV.31 se muestranlosresultadosobtenidosal efectuarlaadiciónde diferentes

alcoholesal medio de reacción,en la esterificacióndel (S)-2-(3-benzoilfenil)propanoico(66

mM) con n-propanol(66mM)en 10 ml de isooctanoa30 0C y 20 mgde LCRC/ml dedisolvente.

En todos los casosla relaciónácido/alcoholfue de 1/4, siendo la concentracióndel alcohol

sustrato añadido 1-propanol de 66 mM (para respetar las condiciones hasta ahora

utilizadas),mientrasqueladel alcoholmiméticoadicionadofue 198 mM. Así mismotambiénse

comprobóel resultadocuandotodoel alcoholañadidoeraetanol.

McMinn, iii.; Sowa,Mi.; Chanick,S.B.; Paulaitis,M.E. (1993) Riopolymers,33, 1213-1224.
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De las conversionesobtenidaspodemosobservarquecuandose empleaetanolsólo o

isopropanol/n-propanolcomomedioseobtienenconversionesinferioresen(S)2-(3’-benzoilfenil)

propanoatode etilo ó de propilo respectivamentequeen el casode emplearagua/n-propanol.

TablaIV.31. Conversión(%) a 400h dereacciónen la esterificaciónde(S)-2-(3-benzoilfenil)propanoico
con n-propanolcon la adiciónde diferentesalcoholesen unaconcentración198 mM. Condicionesde reacción:
[ácido] [alcohol] = 66 mM, lO ml de isooctano,200 mgde LCRC,30 0C y 500 r.p.m.

Alcoholes Conversión(%)

Etanol/1-propanol 20

Octanol/1-propanol 17

lsopropanol/l-propanol 11

Tercbutanol/1-propanol 24

Etanola 10

Agua” 14
‘Correspondea etanol264 mM. Acído/etanol(1/4).
Correspondeunaadición de 10 nl/mg deenzima.Acido/n-propanol(1/4).

De ello deduciríamosque el isopropanolpareceactuarcomo desnaturalizantede la

proteínay queel etanolespeorsustratoqueelpropanol.Así puesestosdosalcoholesno ejercen

unaacciónbeneficiosasobreel procesode esterificación.

Porelcontrariolamezclaetanol/propanolsi queconduceamejoresconversionesde ester;

lo mismo ocurreen el casodel n-octanol.Porúltimo, losmejoresresultadosseobtienenconel

terc-butanol,queno esesterificadoporel ácidoenpresenciade la enzimay porello, debería

actuarsólo comomimetizadordel agua.

Por esta razón se estudió la misma reacción de esterificación empleandouna

concentraciónde terc-butanol198 mM, y variandolaconcentraciónde 1 -propanolen cantidades

crecientes.Las condicionesde reacciónfueron: (S)-2-(3’-benzoilfenil)propanoico(66mM),

tercbutanol(198 mM), LCRC (20mg/mí) en un volumenfinal de 10 ml de isooctano.El perfil
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de las curvas obtenidas al representar el porcentaje de esterificación en función del tiempo 

aparecen en la Figura IV.49 

Esta diferencia de comportamiento respecto a las otras relaciones molares puede ser 

provocada debido a que la alta concentración de este alcohol permite una mejor disolución del 

sustrato, salvando barreras difusionales que pueden impedir la interacción del biocatalizador con 

los sustratos y la formación del complejo acil-enzima. También hay que indicar que en este caso 

se obtiene un 20 % de conversión a ester mayor que el obtenido en agua en condiciones similares 

de relación molar ácido/alcohol y de concentración de agua (Tabla IV.30). Así pues, la adición 

del mimético de agua, tercbutanol, favorece el proceso de esterificación al evitarse la hidrólisis 

del ester formado, debida a la presencia de agua en el microentorno del catalizador sólido. 

Figura IV.49. Esterificación de (S’)-2-(3’~benzoilfenil) propanoico con tercbutanol (198 mM) con 
cantidades crecientes de n-propanol. Condiciones de reacción: [ácido]= [alcohol] = 66 mM, 10 ml de isooctano, 200 
mg de preparado (35 % de proteína), 30 “C y 500 r.p.m. 

0 100 200 300 400 
t(h) 

En este proceso en que el agua ha sido substituido por el tercbutanol, se aprecia que la 

reacción tiene lugar obteniéndose las mismas conversiones salvo al emplear una cantidad de 264 
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mM de n-propanol, lo que implica una relación molar ácidoklcohol = 1/4 que es la óptima que 

vemos para el caso del agua (1 uVmg de enzima) (Tabla IV.30). 

Figura IV.50. Esterificación de (S’)-2-(3’Axnzoilfenil) propanoico con tercbutanol (264 mM) con 
cantidades decrecientes de tercbutanol. Condiciones de reacción: [ácido]= [alcohol] = 66 mM, 10 ml de isooctano, 
200 mg de preparado (35 % de proteína), 30 “C y 500 r.p.m. 
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Para confirmar la influencia del mimético de agua en el rendimiento final de la reacción 

se procedió a la esterificación del mismo sustrato estudiado, empleando la concentración de l- 

propano1 que mejores resultados había dado (264 mM), y en este caso variando la concentración 

del alcohol adicionado que mejores rendimientos había proporcionado (tercbutanol). Los 

resultados se muestran en la Figura IV.50, donde se comprueba que con menores cantidades de 

tercbutanol no se alcanzan mejores rendimientos y que la proporción diseñada es la más idónea 

para llegar una conversión en ester del (S)-2-(3’-benzoilfenil) propanoico del 50 %. 

En alguna de estas curvas también se observa un período de inducción en los primeros 

tiempos de reacción, debido a que el biocatalizador se está acomodando a un medio en el que 

tenemos un disolvente altamente hidrófobo, con un sustrato poco lipófilo y en presencia de terc- 

butano]. El mimético de agua favoreceria al igual que el agua, que el biocatalizador adoptara la 
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conformaciónactivamediantela formaciónde enlacesde hidrógenoconlaspanespolaresde la

enzima,igual quehaceel agua.

Paraconcluir debemosdecirque probablementeexisteun efectosinérgicode los dos

alcoholes,el 1 -propanoly el tercbutanol,en el medio de reacción,siendobastantearriesgado

explicarel comportamientoexactode cadauno de ellosporseparado.Sí esseguroque la alta

concentracióndealcoholfavorecela disolucióndel sustratoy la del productoquesegeneraalo

largode la reacción.Aunqueambosalcoholes,debidoasugrupo-OH puedenformarenlacesde

hidrógeno con la proteína sustituyendoparcialmenteel agua tal y como han descrito

recientementeHalling y col.276 Estecomportamientoreducela cantidadde aguaunida a la

proteínarespectoa la quetienecuandoestáenaire,paraun mismovalor de a~. Sin embargo,

medidasrealizadasconetanolsugierenqueestadiferenciaen cuantoalacantidadde aguaunida

a la proteínasóloesplausibleaaltosvaloresde a,~.’9347Portanto,pareceserel aguadébilmente

unidalaquepuedeserreemplazada.En cualquieradelos casos,paraundeterminadovalordea~,

el efectoseríadisminuir el nivel de aguaunida(respectoa la unidacuandola enzimaestáen

aire).Estosalcoholessonademásdonadoresdeenlacesde hidrógeno,siendoéstaunaimportante

característicaparaestabilizarla estructuracatalíticade la proteína.

276 BeIl, O.; Janssenn,A. y Halling, P.J.(1997)EnzymeMicrob. Technof,20,471-177.

~ Halling, P. (1990)Riochem.Biophys.Acta,1040,225-228.

McMinn, JI-!.; Sowa,M.J.; Chanick,S.B. y Paulaitis,M.E. (1993)Biopolymers,33, 1213-1224.
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4. Influencia de dextranoscomo aditivos modificadoresdel biocatalizador en

la esterificación del ácido (RS) 2-(4-isobut¡l)-fen¡l propanoico con n-

propanol.

Comoyasecomentóen laIntroducciónde estaMemoria,el estudioy controldel grado

de hidratacióndel microentornodel biocatalizadornosha llevadoa analizarla influenciade la

modificaciónde la superficie de la enzimaa travésde dextranos,tanto por modificación

covalente como no covalente. Ello permitiría comprobar cómo afectaba al balance

hidrofóbico/hidrofilicola manipulacióndel microentornodel biocatalizador.La presenciade

estos carbohidratosmacromolecularesdeberíaalterar el contenidode aguaasociadoa la

superficiede la enzima.Esto secomprobóal analizarlas isotermasde adsorcióny sorciónde

agua(FiguraIV.27 y FiguraIV.38, respectivamente).

4.1. Empleodebiocatalizadoresmodificadosporunión no covalente.

Los derivadosmodificadosseobtuvieronapartirdelaslipasassemipurificadas(verParte

experimental).Se utilizó como reacción test la esterificacióndel (R,S) 2-(4-isobutilfenil)

propanoicoestudiandola influenciade la modificación en la conversiónaesterdel(R,S)2-(4-

isobutilfenil)propanoicoy enlaenantioselectividad,alestudiarel excesoenantioméricodelácido

remanentequeno hasido esterificado.
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Se prepararondiversoscomplejosdextrano/lipasaquesemuestranenlaTablaIV. 11. En

laSecciónIV. 1 .E seabordaronlos aspectosestructuralespasándoseahoraaevaluarsuactividad

en la reacciónde esterificación.

Influenciadel yesomoleculardeldextranoen la actividadcatalítica

.

La reacciónde esterificacióndel (R,S)2-(4-isobutilfenil)propanoicoseempleó como

reaccióntestparaanalizarlaactividadcatalíticade losbiocatalizadoresobtenidoscondextranos

de diferentepesomolecular.Los resultadossecompararoncon los procedentesde la misma

reaccióncatalizadaporlapreparacióncomercial(LCRC) y la lipasasemipurificada(LCRS)de

Candidarugosa. En todoslos casospuedecomprobarsequeel complejoenzima/dextranoesmás

activo que las preparacionesLCRC y LCRS. En las FigurasIV.51, IV.52 y IV.53 sepresentan

los perfilesde lascurvasde actividadde unpreparadoenzima/dextrano(40/10)condextranos

de diferentepesomolecular,en las que serepresentala velocidaden pmolesde ester/mgde

proteína/h,comprobandoquelavelocidadinicial esmayorcuandoaumentael contenidodeagua

del sistema.

Los datosmostradosen laFigura IV.5 1 correspondena unascondicionesenlas que se

quierecomprobarelefectoqueejerceelpesomoleculardeldextranoaunaconcentracióndeagua

quecorrespondea 5 ~l de agua/mgde preparado,los perfilesde lascurvasde LCRCy LCRS,

estánpordebajode los quecorrespondena los derivadosmodificadosy entreestosúltimos la

velocidad inicial de reacciónes algo superiorcuandose empleandextranosde alto peso

molecularcomo 50 KDa (y = 0,6 mmolesde esterconvertidos/h)respectoa la utilización de

derivadosmodificadoscondextranosde 6 KDa (y = 0,4 mmolesde esterconvertidos/h).
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Figura JY.51. Esterificación de (R,s) 2-(4-isobutilfenil) propanoico con n-propanol; 40 mg de preparado 
modificado LCRSldextmno (40110 pfp) con dextranos de diferentes pesos moleculares. Adición de 5 ~1 de agudmg 
de preparado. 
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Esto es debido a que la naturaleza poliólica del polímero de mayor peso molecular le 

capacita para de retener mayor número de moléculas de agua en el microentorno de la proteína. 

Figura IV.52. Esterificación de (R,s) 2-(4-isobutilfenil) propanoico con n-propanol; 40 mg de preparado 
modifícadoLCRS/dextrano (40/10 p/p) con dextranos de diferentes pesos moleculares. Adición de 10 pl de agua/mg 
de preparado. 
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Cuando se añaden 10 ~1 de agua por mg. de preparado enzimático (Figura IV. 52), vemos 

’ ’ que la actividad aumenta la velocidad inicial de esterificaclon. La diferencia entre los preparados 
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son menores como se comprueba al comparar la velocidad del derivado formado por dextranos 

de 50 KDa (v = 1,l mmoles de ester convertido&) con la del derivado formado por dextranos 

de 6 KDa (v = 0.89 mmoles de ester convertido&). En este caso también la actividad del 

preparado modificado está relacionada con el peso molecular del polimero y aumenta con le peso 

molecular del mismo. Con respecto a las enzimas nativas, la LCRS aumenta considerablemente 

la velocidad con respecto a la variación que sufre la LCRC. Debido a que el proceso de 

semipurificación a través de la diálisis y posterior liofilización, ha eliminado la lactosa que, en 

el preparado comercial favorecen la retención de moléculas de agua en la superficie de la 

proteína. Por esta razón el aumento en la adición de moléculas de agua por mg de preparado 

favorece mucho más la velocidad de LCRS. 

Figura IV.53. Esterificación de (R,S’) 2-(4-isobutilfenil) propanoico con n-propanol; 40 mg de preparado 
modifkadoLCRS/dextrano (40/10 p/p) con dextranos de diferentes pesos moleculares. Adición de 50 ~1 de agua/mg 
de preparado. 
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En la Figura IV.53 se comprueba que apenas hay diferencias significativas en las 

velocidades iniciales de los derivados modificados con dextranos de diferente peso molecular; 

esto es debido a la mayor cantidad de agua añadida al medio (50 ul/mg de preparado). Siempre 
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las enzimasnativas,LCRC y LCRS, siguen teniendo menor actividad que los derivados

modificados.

Con estosresultadosse compruebaque la presenciade un polisacáridomodificador

favorecela obtenciónde un derivadoenzimáticomásactivo quelas correspondientesenzimas

nativasde lasqueprocede;y sobretodo, laimportanteinfluenciadelcontenidoenaguapresente

en el mediode reacciónsobrelaactividadcatalíticade cadapreparado.Porestarazónserealizó

unestudiosobrela influenciaqueteníaen la velocidadinicial de la reacciónlacantidaddeagua

añadidaal medio.

Influenciade la cantidadde aguaañadidaen la velocidadinicial al variar la relación

enzima/dextrano

.

En la Tabla1V33 semuestranlos valoresde velocidadesinicialesde reacciónde cada

uno de los derivadosensayadosen mmolesde ester/h.

Como se ha podido comprobarhastaahoraa travésde los resultadosexpuestos,la

modificación no covalente con dextranosprovoca una alteración en la hidratacióndel

microentornodelaproteínaqueasuvezpuedemodularsevariandolacantidadde aguapresente

en el medio de reacciónen el tiempoinicial. Entodoslos casosestudiadossehacomprobado

queañadiendo50 ¡.±ldeaguapormgdepreparadoseobtienegeneralmenteelbiocatalizadormás

activoyaquesecuentacon lacantidadde aguanecesariaparael biocatalizadorestétotalmente

hidratadoy sepotenciasuactividadcatalítica.Estoquedacorroboradocuandoseañadeal medio

tansólo 5 ~l deaguapormg depreparado,dondelahidratacióntantoparalaenzima,comopara

el dextranoy el disolventeesinsuficientey enconsecuenciael biocatalizadoresmenosactivo.
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Tabla IV.33. Velocidadesinicialesde reacciónde cadauno
ester/hora).Condicionesde reacción:[ácido]=[alcohol}66mM,40 mg
500 r.p.m.

Resultadosydiscusión.

de los derivadosensayados(mmolesde
de preparado,10 mIde isooctano,30 0C,

Dextrano
Relación

LCRS/dextrano
5 jil agua 10 pi agua 50 pi agua

40/10 0,443 0,897 1,267

6 KDa 40/20 0,746 0,836 1,27

40/30 0,395 0,37 0,276

40/10 0,551 0,61 1,957

12 KDa 40/20 0,155 0,658 0,509

40/30 0,357 0,587 0,936

40/5 0,128 0,7 1,018

25 KDa 40/10 0,676 0,87 1,554

40/20 0,216 0,389 0,68

40/5 0,268 1,351 1,279

50 KDa 40/10 0,666 1,107 1,187

40/15 0,446 0,71 1,288

Lavelocidadinicial de esterificaciónvaríaen función delpesomoleculardel dextranoy

suporcentajeenel biocatalizador,comportándosede maneradiferentefrentea la adicióndel

agua.Todo ello nos lleva a concluir que la presenciade estehidrato de carbonoafectaal

microentornodel catalizador.

Así mismo,cabedecir, que el efectode la adicióndel aguaesmásnotablecuandose

utilizan dextranosde bajopesomoleculardebido,probablementea la distribuciónque sufreel

aguaentreel sistemadextranoliofilizado y la enzimaliofilizada. Porel contrario,el efectodel

agua,sobretodo en proporcioneselevadas,no es tanpositivo parael dextranode alto peso

molecular(50 KDa), posiblementea que puedeactuarcomo captorde moléculasde agua
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evitando la hidratación de la enzima, provocando en consecuencia pequeñas variaciones en las 

velocidades iniciales de reacción. 

Estos resultados se deben a que el dextrano liofilizado tiene naturaleza hidrófila y tiene 

avidez por el agua. En el caso de que este agua fuese insuficiente para hidratarlo llegaría en 

menor medida a la enzima, ya que es menos hidrófila que el dextrano, provocaría un descenso 

de la actividad enzimática debido al bajo estado de hidratación. 

Figura IV.54. Esterificación de ácido R,S) 2-(4-isobutil) fenil propanoico. Condiciones de reacción: 
[ácido] = [alcohol] = 66mM; 40 mg de biocatalizador (25 KDa) con diferentes cantidades de agua. Figura a: (40120 
PfP). Figura b: (40/10 p/p). Figura c: (40/5 p/p). 
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A modo de ejemplo en la Figura IV.54, se muestra el caso de uno de los preparados, en 

este caso modificado con dextranos de 25 KDa, en los que se han ensayado las relaciones 

LCRS/dextrano 40/20,40/10 y 40/5, con las diferentes cantidades de agua añadidas al medio (5, 

10 y 50 ul de agua por mg de preparado). 

En general puede observarse un efecto positivo sobre la actividad enzimática de la adición 

de agua, en especial sobre aquellos catalizadores cuya proporción de dextrano es baja (relación 

40/5, 40/10 (p/p)). Por el contrario, a elevadas relaciones de dextrano el efecto del agua es 

mínimo o contraproducente. 

Esto se indica en las Figuras b y c, con dextranos de 25KDa pero con una menor relación 

LCRS/dextrano (40/10 p/p y 40/5 p/p, respectivamente) donde el biocatalizador se rehidrata con 

10 y 50 ul de agua obteniéndose el mismo rendimiento. Con todo ello se puede afirmar que el 

dextrano contribuye a aumentar las caracteristicas hidrofilicas de la superficie de la lipasa 

favoreciendo su actividad catalítica. 
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Influenciadelloz P del disolvente

.

Comosehapodidocomprobara partir de las isotermasde adsorciónde los preparados

enzimáticosenel senode diferentesdisolventes(FiguraIV.28), el log P del medioorgánico,

referenciaclarade la polaridadde un disolvente,influye en el valor de a.~ de preequilibriode

biocatalizadory medio paralograr la máximaactividad.Esto esdebidoa que el disolvente

tambiénentraen una competenciajunto con la enzima,reactivosy otros componentesde la

reacciónporlasmoléculasde aguapresentesenelmedio.Los disolventeshidrofóbicosnecesitan

un menorvalor de a~ de preequilibrio ya que no tienenafinidad porel aguay no entranen

competenciapor las moléculasde aguacon la enzima,dejandoqueéstasentrenaformarparte

de la capade hidrataciónquerequierela proteínaliofilizada parasercatalíticamenteactiva.A

continuaciónen la Figura IV.55 se muestranlos resultadosobtenidosen la esterificacióndel

ácido(¡LS) 2-(4-isobutilfenil)propanoicoconn-propanolenunaseriede disolventesorgánicos

de diferentehidrofobicidadutilizandocomocatalizadorun derivadomodificadocon dextranos

de 50 KDa de pesomolecular,de relación LCRS/dextrano40/5 en los que tambiénseha

estudiadola influenciade la adiciónde aguaal medio. Seemplearondisolventescondiferente

log P,ya que esteparámetroproporcionaunainformaciónadecuadade la polaridaddel medio

y surepercusiónenla actividadenzimática.2”

277 Reslow, M.; Adlercreutz, P. y Mattiasson, B. (1987)Appl. Microhioi. Biotechnoj,26, 1-8.
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Figura IV.55. Esterificación de (R,S) 2-(4-isobutilfenil) propanoico con n-propanol. Condiciones de 
reacción: [ácido] = [alcohol] = 66 mM, 40 mg de preparado LCRS/dextrano (50 Kda) (40/5 p/p) en diferentes 
disolventes, volumen final 10 ml, 30 “C, agitación 500 rpm. Figura a: 50 pl de agua por mg de preparado. Figura 
b: 5 pl de agua por mg de preparado. 
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En cualquier caso el complejo enzimático es más activo en presencia de disolventes 

orgánicos como isooctano (log P = 5,lS) o ciclohexano (log P = 3,44) que con disolventes con 

carácter más hidrofilico del tipo del 1, 1,l -tricloroetano (log P =2,49) o éter diisopropílico (log 

P = 1,52). Por tanto, con disolventes hidrófobos se alcanza el máximo de reacción antes que con 
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disolventeshidrofilicos. En el casode los disolventescon cierto carácterpolary convaloresde

log P inferiores,tienenmásafinidadporel aguay enconsecuenciacompitenporella con el

biocatalizadorde maneraquela velocidadde la reacciónesmuchomaslentay senecesitamás

tiempoparallegaralmáximode reacción.IgualmenteZaksy Klibanov46confirmaronquepara

un mismocontenidoenagua,la actividadenzimáticaen disolventeshidrófoboseramayorque

laobtenidacondisolventeshidrofilicosdebidoaquelos primerosfacilitanmásaguaalaenzima

parasuffinción catalítica.

Tambiénpodemoscomprobarel efectoque tiene el aguaañadidaal mediode reacción

de maneraque afectaconsiderablementea la velocidad inicial de reacciónpero no en el

rendimientofinal. Estosedebea quelacantidadde 5 pl de aguapormgde biocatalizadorno es

cantidadsuficienteparalatotalhidratacióndelbiocatalizadory sólounasmoléculasdeproteína

sonactivas atiemposdereaccióncortos,estono ocurrecuandoseañaden50 pl de aguapormg

de biocatalizador,ya que todaslas moléculasde proteínaestánhidratadasde maneraque el

complejoenzima/dextrano(LCRm) es cataliticainenteactivo. Si comparamoslos valoresde

conversiónobtenidoscon los de la lipasasin modificar(TablaIV.22), vemosquelogramosen

menortiempomayoresvaloresde conversiónenester.Asímismocabeindicarquela presencia

delos dextranosvuelvea los biocatalizadoresmuchomásestereoselectivos,yaquenuncasupera

el 50 % de conversión(FiguraIV.55). Esteefectoessimilar al quese observabaal añadiragua

al medioenel casodelaesterificacióndel (R) o (5)2-(3’-benzoilfenil)propanoico(TablaIV.30),

lo cualnosconfirmalahidratacióndelmicroentomode laenzimaporefectodelpolisacáridoque

retieneagua.Conclusionesy explicacionesanálogasparael incrementodelaactividadobservado

46 Zaks,A. y Klibanov,AM. (1988)J Rio!? Chein.,263, 8017-8021.
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con a-químotripsinay lipasacomercialde Candidarugosamodificadacon sucrosahansido

indicadasporLongo y Combesl®y por Adlercreutz235parala a-quimotripsinamodificadacon

sorbitol.

Paraobservarla influenciade la adiciónde aguaal medioen la velocidadinicial de la

reacciónde esterificacióny
0 (mM/hora/mgde preparado)en la TablaIV.33 serepresentanlos

valorescuandoseañaden5 y 50 ¡sí de aguausandodextranoscondiferentepesomoleculary

empleandolamismaproporciónLCRS/dextrano(40/10p/p).

Tabla IV.33. Influenciadela cantidadde aguaañadidaeny0 (mM/hora)deesterificaciónde (RS)2-(4-
isobutilfenil) propanoico.RelaciónLCRS/dextrano(40/10)

.

Dextranos (Pm) y0 (50pI) y, (5 pl)

6KDa 1,92 0,64 181,8

l2KDa 2,91 0,85 269,2

25KDa 2,24 1,02 137,5

5OKDa 1,65 1,65 81,25

LCRS 0,21 0,59 -64

LCRC 0,12 0,4 -70

En las condicionesde reaccióndiseñadas,laactividadsintéticade LCRS esmayorque

en LCRC. Esto coincidecon los resultadosobtenidospor Hemáiz y col.’
90 en la hidrólisis

enantioselectivade (R,S)2-amI propanoatosde etilo, catalizadaporLCRC y LCRS.

Podemosobservarquela adiciónde aguaaLCRCy LCRS,enzimasnativas,provocauna

disminuciónde lavelocidadde esterificación,debidoaquecon unaadiciónde 50 Fil de agua/mg

depreparadohay un excesoenel mediodereacciónquehacequesefavorezcalahidrólisissobre

166 Longo, MA. y Combes,D. (1997)JMo!? Cata!? B: Enzymatic,2,281-289.

235 Adlercreutz, P. (1993) I3ioch¡m.Biophys.Acta, 1163,144-148.

190 Hernáiz,Mi.; Sánchez-Montero,J.M.y Sinisterra,J.V. (1994)Tetrahedron,50, 10749-10760.
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laformacióndelester.Porel contrario,lapresenciade dextranosenel derivadomodificadoanula

esteefectonegativo,debidoprobablementea que las moléculasde dextranoliofilizadas son

capacesde adsorberel excesode aguaen el mediofavoreciendola reaccióndeesterificación,al

evitar las condicionesóptimasparala hidrólisis.

Así mismo tambiénseestudió la influenciaque ejerce la modificaciónpor unión no

covalentede dextranosobrela actividadcatalíticade unapreparaciónsemipurificadade UAB

(UABS/dextrano)a laquesedenominóUABm.Lascondicionesexperimentalesy depreparación

hansido lasmismasquelasdescritasparala modificaciónno covalentede la LCRC. Lareacción

testempleadafue la esterificaciónde (R,S)2-(4-isobutilfenil)propanoicoconn-propanolen

isooctanoempleandoparaello dextranosdediferentepesomolecular;seutilizó comocatalizador

de lareacciónun preparadoconstituidoporunarelaciónUABS/dextrano(40/10).Se escogióeste

relacióndebidoaque representabala presenciade dextranosen laesterificaciónde la reacción

estudiaday la influenciade la cantidadde aguaañadidaal medio. Se añadierondiferentes

cantidadesde agua,5, 10 y 50 ¡sí de agua/mgde preparadoenzimático,parapoderanalizarla

influenciaqueteníael gradode hidratacióndelpreparadoenzimáticosobrelaactividadcatalítica

de la enzima,y compararlos resultadoscon los obtenidoscuandoseempleócomocatalizador

la preparaciónLCRS/dextrano(LCRm).

En la Figura IV.56 representamoslos valoresde conversiónen esterde (R,S) 2-(4-

isobutilfenil) propanoicoa lo largo de 300 h de reacciónempleandocomo catalizadoruna

preparaciónUABm constituidaporunarelaciónUABS/dextrano(40/10)condextranosde6 KDa

y con diferentescantidadesde aguaañadidaal medio.Podemosver la influenciadel estadode

hidrataciónen lavelocidadde la reacción,comprobandoquea mayorcontenidode aguaen el

medio, lavelocidadaumentay sellegaantesal máximode conversióncon 50 pl de agua/mgde

310



Resultados y discusión. 

preparado que con 10 pl de agua/mg de preparado. Esto es debido a que el derivado modificado 

requiere de una cantidad de agua necesaria para hidratar a la preparación enzimática liofilizada 

UABS y al dextrano, también liofilizado que, además dada su naturaleza poliólica, presenta 

también avidez por el agua. Por esta razón es importante controlar la cantidad de agua que se 

añade al medio para obtener la máxima eficacia catalítica. Estos resultados son concordantes con 

los obtenidos para la síntesis catalizada por la preparación LCRm. 

Figura lV.56. Esterificación de (R,S’) 2-(4Asobutilfenil) propanoico con n-propano1 en isooctano catalizada 
por UABm (40/10) con dextranos de 6 KDa, con adición de diferentes cantidades de agua: 5,10 y 50 pl de agua/mg 
de preparado. 
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Condiciones de reacción: [ácido] = [alcohol] = 66 mM, 40 mg de preparado UABS/dextrano (6 KDa) 
(40/10 p/p) en 10 ml de Isooctano con diferentes adiciones de agua: 5, 10 y 50 pl de agua/mg de preparado, 30 “C, 
agitación 500 rpm. 

No obstante, si comparamos estos resultados con los del biocatalizador LCRS/dextrano 

(40/10 p/p 6 KDa; Figuras: IV.5 1, IV.52 y IV.53) vemos que el derivado modificado obtenido 

a partir de la lipasa UABS es más sensible a la adición de agua (Figura IV.56) que los que se 

obtienen a parir de LCRS. Ello pudiera deberse a que el derivado UABM posee un 9,21 % de 

azúcares, mientras el LCRM tiene un 6,3 1 % (Tabla IV. 13). Así pues, la mayor presencia de 
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azucares en el primer caso permite una mayor modulación del grado de hidratación del 

microentorno, que no se saturaria tan pronto como en el caso de la LCRM. 

Figura IV.57. Esterificación de (R,SJ 2-(4-isobutilfenil) propanoico con n-propano1 en Isooctano catalizada 
por UABm (4OAO) con dextranos de 12 KDa. con adición de diferentes cantidades de agua: 5, 10 y 50 ul de 
agua/mg de preparado. 
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Condiciones de reacción: [ácido] = [alcohol] = 66 mM, 40 mg de preparado UAEWdextrano (12 KDa) 
(40110 p/p) en 10 ml de Isooctano con diferentes adiciones de agua: 5, 10 y 50 ul de agua/mg de preparado, 30 OC, 
agitación 500 rpm. 

En la Figura IV.57 aparecen los resultados correspondientes a la esterificación empleada 

como reacción test y con un derivado UAE3m donde se han utilizado dextranos de 12 KDa; en 

este caso el porcentaje de conversión alcanzado es inferior al conseguido cuando se utilizaban 

dextranos de 6 KDa, posiblemente sea debido a que al utilizar un azúcar de mayor peso molecular 

y en consecuencia con mayor número de grupos -OH, requiera un mayor contenido de agua para 

hidratar la preparación semipurificada UABS y al carbohidrato añadido como azúcar 

modificador. Por ello no se alcanzaria la flexibilidad molecular adecuada y el catalizador sólido 

seria menos activo 
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Figura IV.58. Esterificación de (R,S) 2-(4-isobutilfenil) propanoico con n-propano1 en isooctano catahzada 
por UAEIm (40/10) con dextranos de 25 KDa, con adición de diferentes cantidades de agua: 5, 10 y 50 fl de 
agua/mg de preparado. 
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Condiciones de reacción: [ácido] = [alcohol] = 66 mM, 40 mg de preparado UABS/dextrano (25 KDa) 
(40/10 p/p) en 10 ml de isooctano con diferentes adiciones de agua: 5,lO y 50 pl de agua/mg de preparado, 30 T, 
agitación 500 rpm. 

En la Figura IV. 58 se presentan los resultados correspondientes a la conversión obtenida 

cuando se emplean dextranos de 25 KDa. Sigue manteniéndose la influencia del contenido en 

agua de la reacción, alcanzando una mayor conversión en ester del (R,S) 2-(4-isobutilfenil) 

propanoico cuando se emplean mayores cantidades de agua, con 50 pl de agua/mg de preparado 

la velocidad de la reacción es mayor que con 5 ~1 de agua/mg de preparado. En este caso 

comprobamos que los perfiles de las curvas de 10 y 50 ~1 de agua/mg de preparado están muy 

, . . 
cercanas, posiblemente debido a que la estructura polimérica del azucar estabhza la 

. . 
conformación de la enzima, favoreciendo la actividad. Así pues, la actlwdad relativa alcanzada 

depende del peso molecular del dextrano y de la actividad de agua, pero siempre se puede llegar 

a mejorar los resultados obtenidos sólo con agua (Tabla IV.30). 
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Figura lV.59. Esterificación de (R, ,S) 2-(4Gsobutilfenil) propanoico con n-propano1 en isooctano catalizada 
por UABm (40/10) con dextranos de 50 KDa, con adición de diferentes cantidades de agua: 5, 10 y 50 pl de 
agua/mg de preparado. 
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Condiciones de reacción: [ácido] = [alcohol] = 66 mM, 40 mg de preparado UAEWdextrano (50 KDa) 
(40110 p/p) en 10 ml de Isooctano con diferentes adiciones de agua: 5,lO y 50 pI de agua/mg de preparado, 30 OC, 
agitación 500 rpm. 

En la Figura IV.59 observamos que cuando se emplean dextranos de alto peso molecular 

como 50 KDa, la naturaleza poliólica del azúcar favorece la captación de moléculas de agua 

alrededor de la proteína y esto desemboca en una mayor actividad catalítica como se demuestra 

en el hecho de que en este caso el porcentaje de ester obtenido es mayor que en los casos 

anteriores. Es importante comentar que el perfil de la curva correspondiente a la adición de 10 

ul de agua/mg de preparado está muy cerca del correspondiente a la adición de 50 ul de agua/mg 

de preparado. Este hecho indica que el tamaño del azúcar ejerce una gran intluencia en la 

formación de interacciones no covalentes con la proteína que se traduce en un aumento de la 

eficiencia catalítica. 

Para estudiar la influencia del contenido de agua añadido al medio de reacción en la Tabla 

IV.34 se muestran las velocidades iniciales de reacción expresadas como mmoles de ester de 
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(R,S)2-(4-isobutilfenil)propanoicoconvenidospormg depreparadoenzimáticoenunahora.

Tabla IV.34. Influencia de la cantidadde aguaañadidaen y
0 (mmolesester/mgpreparado/hora)en la

esterificación de (RS)2-(4-isobutilfenil) propanoico con n-propanolen lsooctano con un preparadoUABm con

dextranos de diferentepesomolecular. RelaciónUAF3S/dextrano(40/10).

y0 (mmoles ester/mg preparado/Ii)

Dextranos (Pm) 5 pl agua/mg prep. 10 pl agua/mg prep. 50 pi agua/mg prep.

6.000 Da 0,254 0,962 1,03

12.000 Da 0,069 0,362 0,372

25.000 Da 0,29 0,628 1,088

50.000 Da 0,38 0,848 1,287

yABa 7JQ-’ 0,049 0,123

a Preparaciónnativasin modificar.

Podemosobservarque la mayorvelocidadde reacciónindependientementedel peso

moleculardel dextranose presentacuando se añaden50 ¡sí de agua/mgde preparado.La

velocidadinicial condextranosde6 KDaessuperiorquecon 12 KDa. Cuandoel pesomolecular

del carbohidratoaumentala y0 tambiénlo hace,salvo enel casode los dextranosde 12 KDa,

dondeposiblementela presenciadel azúcarno ha conseguidoestabilizarla estructurade la

proteína.Cuandoseempleandextranosde 25 KDa, la y0 esmayorcuandoseañaden50 ¡sí de

agua/mgdepreparadodebidoaqueéstaeslacantidadde aguanecesariaparahidratarel derivado

modificado.Lo mismoocurreenel casode trabajarcon dextranosde 50 KDa dondela y0 con

10 y 50 ¡sí de agua/mgde preparadosonde las máselevadas.Estoimplicauncomportamiento

semejanteal del preparadoLCRm, dondela presenciade un azúcarmodificadorfavorecela

obtenciónde un derivadoenzimáticomasestabley activo.Enestecasolamayorvelocidad(y0)

se alcanzacon el preparadoUABm constituido con los dextranosde 50 KDa, esto está

relacionadoporlaestructurade la lipasaUABS, apartir de lacualsepreparalamodificacióny

que procedede una diálisis con posterior liofilización tal y como se indicó en la Parte
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experimental,lo quehaceque estepreparadotengamayoractividadcuandoestápresenteun

estructurapoliméricacaracterizadapor la grancantidadde grupos-OH que,tienefacilidadpor

ligarmoléculasdeaguaalrededordelaenzimay deestamaneraestabilizarla estructuraproteica;

ademáselazúcarmodificadortienetambiénla capacidadde formarenlacesno covalentesque

ayudanigualmentea la estabilizaciónde la estructura.Finalmente sepuedecomprobarel

aumentoen lavelocidadinicial experimentadoporlapreparaciónUAB cuandoestámodificada

poruniónno covalenteen relaciónal estadonativo. Independientementede lacantidadde agua

añadidaalapreparaciónUAB, lasvelocidadesinicialessoninferioresentodoslos casosrespecto

a las preparacionesmodificadasUABS/dextrano.Si bien, en el casode la UAB la velocidad

inicial aumentacon la adición de agua,no sellegaa lamismamagnitudque en el casode las

preparacionesmodificadas.De lo anteriormentevisto se desprendeque para encontrarlas

condicionesadecuadasesnecesariollegar a la relaciónadecuadaentregrupos-OH dadoporel

tamaño (peso molecular)y el contenido en aguadado por la isotermade sorción278 (de

biocatalizadoren disolvente),paraquela proteínano tengaexcesoni defectoen agua.

La diferentecomposiciónen isoenzimasde la lipasaUAB y de la LCRC (TablaIV.6)

pudieraserla causadeladistintagradaciónde actividadesobservadaenlasTablasIV.32 (LCRm)

y TablaIV.34 (UABm) cuandolamodificaciónsehacecondextranosdedistinto pesomolecular

y la mismacantidadde aguaañadida.Esteesun punto a estudiaren el futuro. Lo quesí quees

un hechoesque laactividadsintetasaaumentaconel aguaañadidaal biocatalizadorliofilizado

y modificado.Estepautaha de atribuirseal comportamientodel dextranoliofilizado frenteal

agua.

278 Sánchez-Montero,J.M.;De la Casa,R.M. y Sinisterra,J.V. (1998)EnStabilityandStabil¡zationoffliocatalysts.

p: 453-458.Ed.: Ballesteros,A.; Plou,Fi.; Iborra, J.L. y Halling, EJ.ElsevierSc. EV.
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4.2. Empleo de biocatalizadoresmodificados por unión covalente.

Como seindicó en la Parte experimentaltambiénseprepararonderivadosque fueron

modificadosatravésdeunareacciónquímicaqueprovocabalaformaciónde un enlacecovalente.

En laTablaIV.13 secompararonlos dosderivadosobtenidosal modificar la LCRS y la UABS.

Lamayormodificaciónobservadaenelcasodela lipasaUAB (UAI3M: 9,2%), frenteal obtenido

parala lipasaLCRS (LCRM: 6,3 %)explicalamayorestabilizaciónobservadaen elprimercaso

queen el segundo(TablaIV.14).

Dadoslos buenosresultadosobtenidosenel casodelaesterificaciónconlos catalizadores

modificados de manera no covalente, decidimos emplear estos catalizadoresen la

transesterificaciónde alcoholes,dondeaquellosdieronpobresresultados,los cualesno hansido

reflejadosen estaMemoria.
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3.2. Influenciadel estadoy origendel biocatalizadoren la transesterificaciónde

terpenos.

Se emplearontres alcoholesprimarios: geraniol, nerol y farnesol, y tres alcoholes

secundarios:mentol, isomentoly neomentol.

OH OH
OH

MENTOL ISOMENTOL NEOMENTOL

GERANIOL

Esteestudiopermitíaversi la naturalezadel alcoholy el impedimentoestéricoentomo

al grupo-OH afectabaa la actividadcatalítica,comparandola actividadde la lipasacomercial

de Candida rugosa (LCRC) y de la lipasa obtenidadel control de las condiciones de

fermentación(UAB) con las lipasasprocedentesde unamodificacióncovalentede la lipasa

comercial y de la UAB con dextranosde 6 KDa (LCRM y UABM). Las condiciones

experimentalesde reacciónfueron descritasen la Seccióncorrespondiente(111.2.4.2.).Los

mismosprocedimientosexperimentalessesiguieronparala reacciónen blancoen ausenciade

enzima,yaquepodíahaberun cierto gradode transesterificaciónquímica.La reacciónsellevó

acaboenhexanopueserael disolventequepodíadisolveratodoslos reactivos.

Los resultadosobtenidoscon la lipasacomercialsemuestranen la FiguraIV.60. Puede
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observarse,quela conversiónobtenidadependede la estructuraquímicadel alcoholterpénico.

El valor constantede conversiónalcanzadodespuésde las 48 h debeatribuirsea una

desactivacióndcl biocatalizadorporel medioo el reactivoquímico(alcoholterpénicoo acetato

de vinilo). La reacciónparásitaseríael alcohol vinílico que tautomerizaríaa acetaldehido

reaccionandocon las lisinaslibresy modificandoportantoel balancehidrofilia/hidrofobiade la

superficie,tan importanteparalaactividadcatalíticacomo hemospuestodemanifiestoenesta

Memoria.

O
O [-1

CH3 O CH3—
LIPASA

OH A- CH3

Enz-NH3~==~ Enz-NH2 A-

Enz-NH»~CH-CH

Estareacciónha sido descritapornumerososautoressiendorelativamenteel trabajode

Webery col.
279el queindicaquela lipasadeCandidarugosaesdelas lipasamássensiblesaeste

tipo de desactivación.

279 Weber, H.K.; Zuegg,J.; Faber,K. y P!eiss,J. (1997)J Mo!? Cata!? fi: Enzymatic,3, 13 1-8.
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La otra posibilidadseríala reaccióndel acetaldehidoformado,con los hidroxilosdel

dextranocatalizadopor el acéticoformado:

H
2OH H2OH

OH OH

+

CHj CHO

HA-

1120H O

fra

O
~~CH~CH3

o—

[-o
H3OH

Esta reacción también provocaría obviamente una variación en el balance

hidrofilialhidrofobiade la superficietanimportanteen el procesodesíntesisenzimática.

Ambasreaccionesseríantantomásimportantescuantomenosreactivoseael alcohol.Es

por ello por lo que las conversionescon los alcoholessecundariossonmenoresque con los

primarios.

De los resultadosde la FiguraIV.60 podemosdeducirquela lipasade Candidarugosa

(LCRC) catalizala esterificaciónde los alcoholesprimariosterpénicoscon una velocidad

semejante,independientementede si el dobleenlaceC2-C3 poseeconfiguraciónZ (Nerol) o E

(Geraniol).El farnesol,de mayortamañomolecularperode igual configuraciónenC2=C3 que

elGeraniolesesterificadomás lentamente.
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Los menoresrendimientosobtenidospor nosotrosrespectoa los descritosen la

bibliografia280debeatribuirseaqueestosautorestrabajancon ácidosde mayortamañomolecular

queel acéticoy ésteesun parámetrofundamental.

Porúltimo, por lo queserefierea los alcoholessecundariossolamenteel mentoldauna

conversiónapreciable(~ 15 %). Este valor es inferior a los descritospor Wu y col.242 y

Kawamotoy Tanaka28’paralaslipasasde Candidarugosade Amano(AY-30) (64% alas48 h).

Centrándonosenlas conversionesfinalesobtenidastenemosquela actividadcatalítica

observadade los terpenosestudiadoses:

Deello deducimosunamayorselectividaddela lipasacrudade Candidarugosa(LCRC)

haciala configuraciónZ (Nerol) quehaciala configuraciónE (Geraniol).

Porúltimo, el tamañode lacadenaisoprénicadisminuyela conversiónobtenida,quizá

porimpedimentoestéricoo porproblemasdifusionales.

Porlo quese refierea los alcoholesterpénicossecundarios,tenemosque seesterifican

280 a) Karra-Chaabouni,M.; Pulvin, 5.; Touraud, D.y Thomas, D. (1998)1 Am, Oil Soc.,75, 1201-6.

b) Yee,L.N.; Akoh, C.C. y Phillips,R.S. (1995)Biotechnol.Lea,17, 67-70.
e) Ogutinen,GB.; Anderson,W.A. y McYoung,M. fiiotechnoíLea., 17,77-82.

242 Wu, W.-H., Akoh, (2. y Philips, R. (1996)EnzynieMicrob. Techno!?,18, 536-539.

281 Kawamoto,T. y Tanaka,A. (1995)App!? Microbial Technol.Biotechno!?,43, 639-643.
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Resultados y discusión. 

más lentamente que los secundarios, como cabía de esperar, con un orden de reactividad relativo: 

OH 
MENTOL NEOMENTOL ISOMENTO 

Estos resultados coinciden con los descritos en la bibliografía por Wu y ~01.“~ y 

Kawamoto y Tanaka 28* para las lipasas de Candi& rugosa de Amarro. 

Figura IV.60. Reacción de esterificación de terpenos catalizada por LCRC. Condiciones de reacción: 
terpeno 0,l M; acetato de vinilo 0,l M; 30 “C, 500 rpm, volumen final 10 ml de hexano. 

lE-2 

OE+O 

0 40 

t(h) 

80 

Cuando los mismos alcoholes terpénicos se esterificaron con la lipasa UAB (cuya 

composición y proporción relativa de isoformas era diferente de la lipasa cruda de SIGMA) se 

obtuvieron los resultados de la Figura IV.6 1. 

Puede apreciarse que la gradación relativa de velocidades iniciales es semejante al caso 

de la lipasa de Sigma: V, (NerOl) = VO (-,,,) > V, p‘ameso,). 

242 Wu, W.-H., Akoh, C. y Phillips, R. (1996) Emyme h4icrob. Technol., 18, 536-539. 

281 Kawamoto, T. y Tanaka, A. (1995) Appl, Microbial Technol. Biotechnol., 43,639-643 
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Figura lV.61. Reacción de esterificación de terpenos catalizada por UAEK Condiciones de reacción: 
terpeno 0,l M; acetato de vinilo 0,l M; 30 “C, 500 rpm, volumen final 10 ml de hexano. 

lE-2 

5E-3 

OE+O 

Terpenos 

l Men&ol 

Nerol 

A Farnesol 

+ Geranio1 

+ Isomentol 

e Neomentol 

0 40 

t(h) 

80 

Pero en este caso los tres alcoholes primarios conducen a la misma conversión, cosa que 

no ocurría con la lipasa de Sigma. 

Otra diferencia notable es que las conversiones obtenidas con los alcoholes secundarios 

(mentol e isomentol) son mayores con la lipasa UAB que con la de Sigma 

Así mismo, vemos que pasadas las 48 h la conversión se mantiene constante en todos los 

casos, lo cual se debe atribuir a una desactivación del biocatalizador. 

Así pues otra vez la diferente proporción de isoformas produce diferente actividad y 

especificidad en el acto catalítico. Otra vez vemos que la LIP 2 (Tabla IV.6) parece ser más activa 

que LIP 3 y LIP 1 para este proceso de transesterificación de alcoholes. 

La lipasa UAB parece ser más sensible al impedimento estérico relacionado con la cadena 

del alcohol que la LCRC, pues ahora nerol y geranio1 presentan la misma actividad relativa y 

estos dos son esterificados más rápidamente que el farnesol 

No obstante, dado que ambas lipasas se diferencian en tipo de isoforma y contenido 

relativo, es dificil asignar especificidades a cada enzima. Esto queda pendiente de un futuro 
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desarrolloconambasenzimaspuras.

Tabla JV.35. Resultadosdela transesterificacióndeterpenoscatalizadaporLCRM y UABM expresados
en mmol esterobtenido/mgde preparado(tf = 11 5h).

Preparado Mentol Isonuentol Neomentol Nerol Geraniol Farnesol

LCRM 1,45-10-~ - - 6,68’10~ 210’~ 2d0~

UABM 2~tO~ 3.jQ-4 - 5,3l0~ 6~I0-~ 4,2~I0~~

Seguidamenteseemplearonlas lipasasmodificadascovalentementecondextranoscomo

biocatalizadoresenestosprocesos(TablaIV.35).

Comoocurríaen el casode las lipasascrudasla UABM esmásactivaquela LCRM lo

cualdebemosatribuirlo a sudiferentecomposición(TablaIV.6).

Por lo que serefiere a especificidady actividadcatalítica,hay que decir que éstaes

semejanteala queda laspreparacionessin modificar.Deello cabededucirquela modificación

realizadacondextranosnoafectaal centroactivo ni a la tapaderade la enzima.
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4. MODELIZACIÓN DE LA INTERACCIÓN ENZIMA-SUSTRATO.

4.1. Elección de la zona de interacción con el sustrato.

Anclajedelsustratoconel centroactivo

.

Para realizar el anclaje de una molécula sobre otra se puedenutilizar diferentes

metodologías.Medianteunprogramaespecialmentediseñadoseprocedealacercamientode una

moléculasobreotra eligiendo como variables,posiciones,distanciasy ángulo de ataquey

realizandoel análisisen funcióndela minimizaciónde laenergíatotaldel sistema.Estesistema

resultaconvenientecuandosedesearealizarunabúsquedasistemáticade las probablesregiones

deinteracciónintermolecular.Obviamenteel requerimientopreviodelprocesodeminimización

es la definición del sitio aproximadode anclaje.Como es sabido en el actocatalítico, los

residuosimplicadosenel casode la lipasade Candidarugosa,sonla triadacatalítica:Ser,Hys

y Glu. Basándonosenesto,serealizólaaproximaciónsimulandoelprocesoenfuncióndelestado

tetraédricodenominadoTd1 y haciendolamodificacióncorrespondientealaSer-209y alsustrato

considerado,(R)o (8)ketoprofeno,paraestablecerlaunióncorrespondienteconelmódulobulid

del programaHyperchem5.1 Pro.

Lasestructurasobtenidasenamboscasosseconsideraroncomolasestructurasdepartida

y se denominaronKS5pparael complejo(8) ketoprofeno-LCRy KR5p parael complejo (R)

ketoprofeno-LCR.En estasestructurasse llevó a cabounaoptimizaciónde la geometríadel

sistemacon el algoritmoFletcher-Reeveshastaunvalorde convergenciade 0,01,hastaquelas

distanciasy ángulosde enlaceentreátomosseencontrasena valoresestándar.
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Figura IV.62. Estructura tridimensional de la lipasa de Candida rugosa (LIPl). Los residuos de color rojo 
corresponden al centro activo. 

Elección de la zona de interacción con el sustrato CR) o(S) ketoprofeno. 

Como se indicó en la Parte Experimental, la elección de la zona a estudiar es de gran 

importancia debido a que el tamaño del sistema es excesivamente grande. Puesto que el sistema 

se encuentra constituido por 7500 átomos aproximadamente, es ínviable un estudio que tenga en 

cuenta todos los átomos del sistema con las herramientas de cálculo que disponemos. Es por ello 

por lo que se eligió un conjunto de residuos significativos. 
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Figura IV.63. Complejo (5’) ketoprofeno-LCR inicial. con el conjunto de aminoácidos seleccionados. 

Puede observarse que inicialmente el sustrato se dispone de tal forma que uno de los 

anillos se oriente hacia la Phe-345 y el otro hacia la Phe-296. Los puentes de hidrógeno que se 

forman no corresponden exactamente a la especificación del centro activo teórico puesto que 

como puede observarse la Gly-124 forman dos puentes de hidrógeno. Uno de ellos sería hacia 

el O- del sustrato y el otro hacia el O-R del sustrato, hecho no descrito hasta el momento. Los 

datos correspondientes a la energía de Van der Waals, ángulos de enlace, etc., se encuentran en 

la Tabla IV.36. Estos datos iniciales nos servirán para comparar respecto al estado inicial después 

de obtener los confórmeros por dinámica molecular. 
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Tabla IV,36. Datos correspondientes alcomplejo de interacción (S)-ketoprofeno y la LCR.

V Vtiectro,,áí ~ EnlacesH

-330,9 3,52

-338,4

-333,3

-332,6

-333,4

-332,6

-331,2

-335,9

-332,4

-332,0

-332

-332

-333

-332

-333

-332

-333,7

-331,2

-331,99

4,13

3,98

3,8

4,53

3,5

3,77

4,03

3,3

3,9

A fi
‘tu.>

4,0

4,33

4,12

3,49

3,84

3,5

3,9

3,67

2

2

2

2

2

1

2

2

2

2

2

2

La estrategiaseguidaparala interaciónde R-ketoprofenocon laenzimafue análogaala

indicadaanteriormenteparala interaccióndel S-ketoprofenoy la lipasa.

Puedeobservarsecómoinicialmentesedisponenel sustratocon el mismo númerode

puentesde hidrógenoque parael caso del (8) ketoprofeno-LCR,si bien como eslógico la

disposiciónespacialdel confórmero en el centro activo esdiferente. El primer anillo sedispone

hacialaPhe-345,si bienel segundoanillo sequedaorientadohaciaelexteriordel centroactivo.
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Otro aspecto importante a tener en cuenta, es el hecho de que en el cálculo de dinámica 

molecular, sólo se han considerado 200 moléculas de agua, que son las correspondientes al agua 

de cristalización de la proteína. La elección de este sistema se encuentra justificada por el hecho 

de que existen evidencias experimentales que indican cambios en la enantioselectividad de la 

enzima al trabajar en condiciones de hidratación y anhidras en reacciones de esterificación en 

medios orgánicos. 

Figura IV.64. Complejo (R) ketoprofeno-LCR inicial con el conjunto aminoácidos. 
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Estudiocon /‘onnacional del complejo S-ketooro [eno-LCR

Para llevar a cabo el análisisdetalladodel espacioconformacionaldel complejo, se

procedióa realizarun cálculo de dinámicamolecularque a priori podríapermitir comprobar

variacionesestructuralesdelcomplejo formadoinicialmente.Lascondicionesen lasque sellevó

a cabola dinámicaseencuentradetalladaen la Parteexperimental.

En el EsquemaIV.4 seencuentrarecogidoun resumendel procesoconlos confórmeros

finalesobtenidos.Esnecesarioprecisarquedespuésdecadaprocesode dinámicamolecularse

sometíana los confórmerosa unaoptimizaciónde lageometríaal objetodeevitar en lo posible

contactosde VanderWaalsindeseables.

EsquemaIV.4. Coleccióndeconfórmerosobtenidosparael complejoS-ketoprofenoy LCR.

BE

* * ti
S3b1 S3cl

E~E S3b2

300,800,300
(1,5,1)

BE
800,500400

(1,5,1)

500,300,275 ti ti
(1,5,1)

S3lbl

S31~
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Figura IV.65. Superposición de confórmeros finales obtenidos en el proceso de dinámica molecular para 
el complejo (s> ketoprofeno-LCR. 

297 

Puede observarse que la disposición de todas las estructuras de los confórmeros presenta 

poca movilidad en el primer anillo, orientandose ésta preferentemente hacia la Phe-345, mientras 

que aumenta la libertad conformacional en el segundo anillo. 

La obtención de los mínimos correspondientes en cada fase del proceso se lleva a cabo 

mediante el ajuste de los datos correspondientes a la gráfica energía total del sistema frente al 

tiempo en picosegundos obtenida de la dinámica a una función polinómica de grado 10 (Figura 

IV.65). Los mínimos obtenidos son los confórmeros representativo de la s diferentes poblaciones 

de mínima energía. 
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Figura IV. 66. Colección de confórmeros obtenidos en la dinámica del complejo inicial KSSp a 800 “C. 
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En la fase final de enfriamiento se obtiene una colección de confórmeros que después de 

minimizada su estructura podemos disponer de los distintos componentes de la energía del 

sistema según la ecuación [7] (Tabla IV.36). 

Si comparamos los valores de energía entre el confórmero inicial y los obtenidos al final 

del proceso podemos observar que en todos los casos que la energía es menor en los confórmeros 

finales respecto al inicial. Este hecho puede justificarse en base a que la energía del confórmero 
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inicial puedecorresponderaun mínimo localen relaciónalos confórmerosfinales,y aqueestos

corresponderíana poblacionesde confórmerosdemínimaenergía.Otro criterio quepodríaser

tenidoencuentaparafijar el complejotetraédricoseríael análisisde la formacióndepuentesde

hidrógenoobtenidosen los diferentesconfórmerosen el estadode transición.Podemosindicar

el hechono descritohastael momentodela formaciónde dospuentesdehidrógenoentrelaGly-

124 y el O~C* y laGly-124 y RO~C*.

Tabla IV.37. Ángulos de enlacecorrespondientesal

Confórmero C*~C~¿r

SK5p 111,074

S3aI 113,371

S3a2 112,038

S3a3 114,448

S3bl 115,903

S3b2 112,313

S3b3 110,791

S3cl 111,896

S3c2 114,316

S3c3 114,l3

S3lal 112,928

S3la2 ll2,24

S3la3 1l3,246

S3lbl 1l3,305

S31b2 112,544

S3lb3 113,44

S3JcJ 111,248

S31c2 lll,233

S31c3 110,326

complejotetraédrico

C*~OR

107,22 1

106,93 8

110,785

108,763

111,99

112,559

l07,597

109,503

110,276

108,119

109,844

108,089

110,149

110,172

112,413

109,343

107,452

108,183

108,29 1

formadoentreS- ketoprofenoy LCR.

109,367

109,669

108,879

109,46

109,347

110,205

111,785

110,738

112,184

109,31

109,2 18

109,801

109,469

110,086

109,882

109,22

109,024

109,679

109,883
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Finalmenteindicarquepuestoquesepretendesimulare1estadodetransicióndenominado

Td, lasdesviacionesde los ángulosde enlaceconrespectoal estadotetraédricoteórico(109,50)

seríanunamedidade la deformacióndel sistemay portanto de la idealidaddel mismo.En la

TablaJV.3 7 aparecenrepresentadoslos valoresde losángulosdeenlacecorrespondientea

C*~OR y C*~C~Ser~209.Puedeobservarseque la desviacióndel estadotetraédricoteórico se

produceen mayormedidaen el enlaceC*~C~Ser209.

El criterio de elecciónde confórmerosmásrepresentativosdel sistemadeberíahacerse

portantoenbasea los valoresde energíatotal,enlacesde hidrógenoformadosy desviacióndel

ángulotetraédricode 109,5 0 en el carbonocentraldelestadode transición.En el casodel (8)

ketoprofeno-LCRlos valoresmenoresde energíacorrespondena los confórmeros53 1b3 y

S31cl. Debidoaquelos confórmerosquepresentanun enlacede hidrógenoentrela Gly-124 y

el C*~O jtienenpequeñosvaloresdeenergíay respondenal estadodetransiciónteóricodescrito

en labibliografla,no deberíandescartarsesin un análisismásdetallado.Elegimosel confórmero

531b2 quepresentael menorvalorde energíaentretodoslos confórmerosquetienenun puente

de hidrógeno.Rechazamosel confórmero531b2 porqueel estadode transiciónsealejamásdel

tetraedroquelos confórmerosS3lb3 y S3lcl,y entreestosel quemásseacercaala idealidad

sería53 1b3, apesarde serligeramentesuperiorenenergíaaunqueladiferenciaesdespreciable.
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Figura IV.67. Estado de transición representativo del complejo (s) ketoprofeno-LCR (S3 1 b3) 

\ 1 PHE 345 ' j?ga 297 
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En dicha figura podemos observar la formación de puentes de hidrógeno teóricos así 

como las nubes de carga correspondientes a cada estructura, observándose que no existe 

interacción entre las nubes de Van der Waals del sustrato y los residuos del centro activo. 

Estudio conformacional del complejo R-ketoprofeno-LCR. 

El procedimiento seguido para el análisis del espacio conformacional del complejo (R) 

ketoprofeno-LCR es similar al que se ha detallado en el apartado anterior. Así como el protocolo 

de cálculo de dinámica molecular seguido. El resumen de pasos seguidos para realizar la 

dinámica molecular se presenta en el esquema donde aparece recogida la nomenclatura de la 

colección de confórmeros obtenidos en el proceso de dinámica molecular. Al igual que ocurría 
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anteriorla energiacorrespondienteal confórmeroinicial esmayorque lacorrespondientea los

confórmerosfinalesobtenidos,exceptoen el confórmeroS3cl lo cualesdebidoa queen este

casoseapartatotalmentedel estadode transiciónteórico.

EsquemaIV.5. Coleccióndeconfórmerosobtenidosa partirdel complejoR-ketoprofenoy LCR.

KRSp

300,800,500
(1,5.1) 4,

L]~~II R5p2 RSp3
800,500,300

~1]~E~j~] KR321 KR322 KR323
500.300475* ti ti ti ti ti ti ti ti

~22a ~23a

~]

EnlaFiguraIVÓS serepresentala superposicióndeconfórmerosobtenidospordinámica

moleculardondepuedecomprobarsequela disposicióndelos anillos esdiferenterespectoal 5-

ketoprofenoy los anillos sedisponenhaciafueradel centro.Los valoresde energíadelproceso

obtenidospor optimizaciónde la geometría posterioral procesode dinámicamolecularse

encuentranrepresentadosen la Tabla IV.38. y los ángulos correspondientesa los diedros

representativosdelestadotetraédricoen la TablaIV.39.

336



Resultados y discusión. 

Figura IV.68. Superposición de confórmeros de (R) ketoprofeno con LCR. 
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Tabla IV.38. Datos correspondientes al complejo (R) ketoprofeno-LCR inicial.

Confórmero Vvdw ~ EnlacesII

LKR5p

R3 11

R3 lía

R3 lIb

R312

R312a

R3 1 2b

EJ 13

R3 13a

R3 1 3b

R32 1

R32 la

R32lb

R322

R322a

R322b

R323

R323a

R323b

R33 1

R33la

R331b

R332

R332a

R332b

R333

R33 3a

R3 3 3b

Y-Angol,

35,39

37,26

36,19

36,15

38,4

35,15

38,15

37,13

35,7

36,73

36,71

39,14

38,03

40,19

38,7

35,8

38,07

37,48

36,41

39,27

40,25

38,8

39,47

35,99

37,6

37,91

37,85

39,43

Vr
(KcaI/mol>

-374,62

-371

-373

-373,9

-355,2

-361,54

-368,7

-368,3

-370,9

-371,5

-357,2

-361,8

-363,3

-344

-357,2

-369,1

-356,64

-363,04

-366,57

-363,24

-362,7

-365,15

-363,7

-366,2

-367,1

-354,4

-363,9

-357,16

Vdiedro (4>

33,71

33,46

30,89

27,81

44,66

46,92

37,16

34,12

35,86

33,24

45,49

33,95

36,74

50,49

39,8

37,79

36

32,7

33,06

34,88

34,27

30,47

40,62

43

39,86

40,38

35,27

37,96

-115,7

-110,26

-J 10,93

-111,36

-108,22

-104,03

-111,79

-108,21

-114,09

-110,45

-106,8

-99,47

-105,18

-104,41

-106,2

-109,74
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Resultadosy discusión.

Tabla. IV.39. Datos correspondientesal complejotetraédricoformadoentreR-ketoprofenoy LCR.

Confórmero C*~C~r C*..oR C~O~

RK5p 108,675 110,64 115,26

R311 109,81 110,715 117,08

R3lla 109,41 110,541 115,874

R3llb 110,753 111,272 114,724

R312 110,99 113,435 116,694

R312a 107,483 96,726 114,512

R3I2b 110,917 108,329 116,369

R313 110,563 111,503 116,852

R313a 108,863 109,756 115,451

R313b 109,753 112,878 116,01

R321 110,505 112,701 116,039

R321a 111,551 114,279 115,335

R321b 110,51 108,612 116,315

R322 111,022 115,272 115,08

R322a 109,604 114,415 114,507

R322b 109,204 111,495 116,106

R323 110,069 112,03 115,713

R323a 110,331 111,505 116,189

R323b 108,982 110,745 116,491

R3i3Y 109,649 114,744 115,005

R331a 109,352 115,019 114,878

R33lb 109,059 114,476 114,835

R332 109,265 116,327 115,12

R332a 109,567 111,733 115,92

R332b 107,976 111,418 115,739

R333 109,257 114,122 114,2

R333a 110,254 109,194 116,626

R333b J09,814 110,243 115,123
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Resultados y discusión. 

Si comparamos la energía inicial correspondiente al complejo (R) ketoprofeno-LCR, 

denominado KRSp, es menor que en el caso de complejo S, denominado KSSp. Este hecho, puede 

justificarse en base a que el anclaje del sustrato en el centro activo se realiza de forma manual y 

por tanto, los valores de energía correspondientes a los mínimos obtenidos pueden ser locales. 

El análisis conjunto de ambas tablas, nos mostró que el confórmero R3 1 Ib es el que 

presenta una menor deformación respecto a los valores de distancias y ángulos en el estado de 

transición, como se puede comprobar por los valores de los ángulos y también por el hecho de 

que es el confórmero que presenta menor energía. En la Figura IV.69 aparece representado el 

estado de transición R3 ll b en el que se visualiza la nubes de Van der Waals y los puentes de 

hidrógeno correspondientes. En este caso, el primer anillo se encuentra orientado hacia la Phe- 

296 y el segundo se encuentra desplazado del centro activo. 

Figura IV.69. Interacción del confórmero R3 ll b con LCR. 



Resultados v discusión. 

En la Figura IV.70 se puede observar la superposición de los confórmeros S y R finales 

que presentan una menor energía y una mejor adaptación al estado tetraédrico, comprobándose 

que el primer anillo prácticamente no se mueve, siendo el segundo anillo el que define la 

interacción con la Phe-296. 

Figura IV.70. Superposición de los confórmeros finales seleccionados, en azul se representa el confórmero 
correspondiente a Ser-209-(S)-ketoprofeno y en color rojo el perteneciente a Ser-209-(R)-ketoprofeno. 

De todo lo dicho anteriormente puede concluirse que tanto conR como con S ketoprofeno, 

podemos encontrar confórmeros que cumplen las especificaciones del estado de transición 

teórico. Esto nos indica que ambos isómeros son susceptibles de ser sustratos de la enzima como 

se ha demostrado en esta Memoria. si bien debe haber una mayor preferencia respecto al isómero 

S que al R tal y como se ha visto en la presente Tesis Doctoral. 
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Conclusiones.

1.Empleandolipasas crudas de la levadura de Candida rugosaobtenidasen diferentes

condicionesde fermentación(UAB, UAB-lOO y UAB-300) y en distinto grado de

purificación (LCRS, LCRA y LCRB) se ha comprobado que el control de las

condicionesde fermentaciónnospermiteobtenerderivadoscon diferenteproporción y

contenidode isoformas,lo cual produceunadiferenteactividad catalíticaenreacciones

de hidrólisis y de síntesis.

2. Se ha estudiado el grado de hidratación de los preparados enzimáticosy se han

contrastadolos resultadosempleandoparaello diferentestécnicasanalíticas (RMN de

H20, ATG/ATD y análisis de las isotermasde sorción de agua).Seha comprobadoque

los procesosdesemipurificacióny purificaciónenzimáticaafectanalmicroentomode la

enzima y a su estado de hidratación. Así mismo el control de las condicionesde

fennentaciónproporcionabiocatalizadores(UAB) condiferentegradode hidrataciónque

la enzimacomercial.

3. Mediante las técnicasempleadasseha comprobadoque la isoformaA dela lipasa de

Candidarugosa (LCRA) esmás hidrófila que la isoforma B (LCRB), llegándosea

cuantificar el númerode moléculasde agua querodeaa las isoformas.

4. Sehan modificado laspreparacionessemipurificadas(LCRSY UABS) condextranosa

través de unión covalente y no covalente desarrollando un método nuevo de

cuantificación de la modificación. Se ha provocado un cambio en el balance

hidrofilia/hidrofobicidad de la superficie del biocatalizador, debido a la naturaleza

polimérica del dextrano, que proporciona un gran número de grupos OH que ligan

moléculasde agua alrededorde la enzima,modificando y estabilizandola estructura
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Conclusiones.

proteica.En todos los casosseha comprobadoun aumentode la estabilidadde los

derivadosmodificados(covalentey no covalentemente),comparandolos resultadoscon

la preparacióncomercialsuministradaporSigmao la UAB crudasin modificar.

5. En laesterificaciónde ácidos(R,8)2-amIpropanoicos,seha realizadoun controlde las

variablesque afectana la reacción,los resultadosindican que la actividadcatalítica

dependede la lipofilia del sustrato,la hidrofobicidaddel disolventey el estadode

hidratacióndel biocatalizador,representadoporsua~. Dadala importanciaquetienela

presenciadeaguaen las reaccionescatalizadasenzimáticamenteenmedioorgánico,se

procedióal análisisde la influenciaquetienela sustitucióndel aguapor la adiciónde

alcoholesque se comportancomo miméticosdel agua,dadasu capacidadde formar

puentesde hidrógenocon los grupospolaresde la proteína,obteniendoexcelentes

resultadosen la aplicaciónde reaccionesen medioorgánico.

6. En la transesterificaciónde alcoholesterpénicossecompruebaquela reactividadde la

lipasaUAB (en estadonativoy modificadacovalentemente)eslamismaquepresentala

LCRC (nativay modificadacovalentemente).La actividadcatalíticaesmayoren UAB

(nativay modificada)debidoa sudiferentecontenidoy proporciónde isoformas.

7. A travésdelamodelizaciónmolecularsehacomprobadoquelos confórmerosfinales(R)

y (8) ketoprofenodemenorenergíapresentanunamejoradaptaciónalestadotetraédrico.

Por ello, ambosisómerossonsusceptiblesde ser sustratosde la lipasade Candida

rugosa,aunqueexisteunamarcadapreferenciahaciael isómero8.
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