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RESUMEN

TITULO: “OBTENCION DE NUEVOS DERIVADOS DE LIPASA B DE Candida antarctica (CALB)
POR TECNICAS DE MODIFICACION QUIMICO-ESTRUCTURAL EN FASE SOLIDA”

AUTOR: LUIS OVEIMAR BARBOSA JAIMES

Palabras claves: CALB, inmovilizacién, modificacion quimica, modulacién de propiedades
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Descripcion: La Lipasa B de Candida antarctica (CALB) es una de las enzimas mas utilizadas en
biocatélisis por su gran especificidad e incluso en ocasiones por su alta regio/enantio selectividad
en diversos medios de reaccion. Durante la catalisis, las lipasas sufren complejos cambios
conformacionales con grandes variaciones alrededor de su centro activo, alterando su estructura
entre una forma cerrada e inactiva y una forma abierta y activa. Esta flexibilidad del centro activo
de las lipasas ha permitido cambiar draméaticamente su capacidad catalitica a través de diferentes
estrategias como la inmovilizacion y la modificacién quimica.

La modificacion quimica de enzimas es una estrategia ampliamente usada en biocatalisis para el
disefio de biocatalizadores con propiedades mejoradas. Esta, permite la introduccién ilimitada de
grupos funcionales modificando masivamente los residuos aminoacidicos externos de la enzima.
Ademas, cuando la modificacion quimica es realizada sobre enzimas inmovilizadas, las ventajas
de la modificacion aumentan con respecto a la modificacién quimica de moléculas solubles por las
facilidades de la fase solida.

En consecuencia, en este trabajo de tesis doctoral, se modifico la superficie enzimatica de CALB
en fase sélida a través de la introduccion de diferentes grupos catiénicos, anionicos e hidrofébicos
y se estudid el efecto de estas modificaciones sobre la actividad, estabilidad y especificidad de la
enzima. Los resultados obtenidos muestra que las modificaciones quimicas realizadas sobre CALB
permitieron el disefio de una libreria de biocatalizadores con propiedades biocataliticas mejoradas
en comparacion con la enzima no modificada. En consecuencia, la estrecha interrelacion entre la
inmovilizacién y la modificacion quimica constituye una poderosa herramienta para la modulacion
de las propiedades biocataliticas de las enzimas.

" Tesis Doctoral
Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Doctorado en Quimica. Director: PhD. Rodrigo
Torres. Codirector: PhD. Claudia Ortiz. Codirector: PhD. Roberto Fernandez-Lafuente
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ABSTRACT

TITLE: “NEW DERIVATIVES OF Candida antarctica Lipase B (CALB) MODIFICATION
TECHNIQUES FOR STRUCTURAL CHEMICAL-SOLID PHASE”

AUTHOR: LUIS OVEIMAR BARBOSA JAIMES”
Keywords CALB, inmovilizacion, modificacion quimica, modulacién de propiedades biocataliticas

Abstract: CALB is among the most used enzymes in biocatalysis, due to their broad specificity
coupled in some instances to a high regio/enantio selectivity or specificity and high activity/stability
in diverse reaction media. During catalysis, they suffer a quite complex conformational change, its
structure altering from a closed form to an open form, with large variations around their active
center. This flexibility of the active center of lipases has led to the dramatic change of their catalytic
abilities by using different strategies, like immobilization or chemical modification.

Chemical modification of enzymes is a widely used tool in biochemistry and biocatalysis, to identify
key groups in the catalysis of an enzyme or to improve enzyme performance. This research has
been addressed to this last goal. Although chemical modification of proteins generally has not the
site-directed potential of genetic manipulation, it has not a priori limit to the kind of groups to be
introduced on the enzyme surface; it may be performed on enzymes with unknown structures and
will be carried out in already fully folded proteins. These advantages are increased if the chemical
modification of the enzyme is executed in an immobilized enzyme.

Accordingly, In this doctoral thesis, the surface was modified enzyme CALB solid phase through the
introduction of various groups cationic, anionic and hydrophobic and studied the effect of these
modifications on the activity, stability and specificity of the enzyme. The results show that the
chemical modifications performed on CALB allowed designing a library biocatalytic biocatalysts with
improved properties compared to the unmodified enzyme. Accordingly, the close relationship
between the restraint and the chemical modification is a powerful tool for modulating biocatalytic
properties of enzymes.

" Thesis doctoral
Faculty of Sciences. School of Chemistry. PhD in Chemistry. Director: PhD. Rodrigo Torres.
Coadirector: PhD. Claudia Ortiz. Codirector: PhD. Roberto Fernandez-Lafuente
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 LIPASAS

1.1.1 Generalidades. Las lipasas (triacil glicerol acil-hidrolasas EC 3.1.1.3) son un
grupo de enzimas pertenecientes a la familia de las serina-hidrolasas que se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y catalizan la hidrdlisis de
triglicéridos para la formacion de acidos grasos y glicerol (figura 1) (Martinelle y
col., 1995; Svendsen, A., 2000; Sharma y col., 2011).

Figura 1. Funcion biol6gica de las lipasas. Hidrdlisis de triglicéridos.
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Las lipasas son consideradas las enzimas con mayor aplicacion en sintesis
organica debido a que exhiben alta especificidad e incluso regio vy
enantioselectividad, y porque catalizan una gran variedad de reacciones quimicas
qgue incluye reacciones de hidrdlisis; reacciones de esterificacion selectiva entre
acidos y alcoholes (Ortega y Col.,, 2012; Wang y Col., 2013;); reacciones de
transesterificacién catalizando el intercambio de grupos acilo ya sea entre un éster
y un &cido carboxilico (acidodlisis) (Xiong y Col., 2012; Ray y col., 2013), un éster y
otro éster (interesterificacion), o un éster y un alcohol (alcohdlisis) (Santaniello y
col., 2006; Gotor-Fernandez y Col., 2006; Ahmed y col., 2012). Ademas, las

lipasas catalizan reacciones de amindlisis para sintesis de amidas, tanto
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racémicas como Opticamente activas (Gotor-Fernandez y Col., 2006; Prechter y
col., 2012) y la hidrazindlisis selectiva de ésteres para la formacion de hidrazinas
(Hacking y col., 2000) (Figura 2).

Figura 2. Reacciones catalizadas por lipasas.
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1.1.2 Estructura de las lipasas. En los afios 90, se determiné la estructura de
diferentes lipasas mediante técnicas cristalogréaficas, identificandose en general
una configuracion de tipo a/f hidrolasa (Derewnda y col., 1992; Grochulsky vy col.,
1993; Ericsson y col., 2008). Ademas, se encontré que el centro activo de las
lipasas esta formado por una triada catalitica constituida por serina (Ser), histidina
(His) y otro aminoacido que suele ser acido aspartico (Asp) o acido glutamico
(Glu), que se encuentran en una cavidad conocida como hueco hidrofébico de la

enzima.

De igual forma, se determiné que en la mayoria de las lipasas existe un elemento
movil, el cual es conocido como “lid” o tapadera, conformado por una o dos
estructuras alfa-hélice cortas, unidas al cuerpo de la lipasa mediante elementos
flexibles. Brzozowski y col., (1991) y Uppenberg y col., (1994), confirmaron y
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demostraron la existencia del lid sobre el sitio activo de las lipasas a través del

estudio de la formacién de complejos enzima-inhibidor.

La informacion acerca de la conformacion estructural de las lipasas permitio
establecer que en presencia de medios acuosos homogéneos, la lipasa cristaliza
con el centro activo totalmente aislado del medio de reaccion por la tapadera (flat
o lid), haciendo inaccesible la entrada de los sustratos (conformacion cerrada)
hacia el sitio activo. Esta cadena polipeptidica presenta en su cara interna una
serie de residuos hidrofébicos que interaccionan con las zonas hidrofébicas que

rodean al sitio activo de las lipasas (Bastida y col., 1998; Palomo y col., 2002).

Por el contrario, cuando la enzima se cristaliza en presencia de interfases
hidrofobicas se obtiene una conformacion totalmente distinta, en la cual la
tapadera se desplaza del centro activo producto de la interaccion entre puentes
salinos y puentes de hidrogeno con otra zona de la superficie de la lipasa, dejando
libre el centro activo de la enzima (conformacion abierta) (Bastida y col., 1998;
Reis y col. 2008; Reis y col., 2008; Reis y col., 2009; Rehm y col., 2011). La figura

3 muestra las distintas conformaciones de las lipasas.

Figura 3. Conformaciones estructurales de la lipasa B de Candida antarctica.

Conformacién cerrada Conformacién abierta

Tomada de Protein Data Bank, cédigo de acceso 1TCB.
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Las singulares caracteristicas estructurales de las lipasas sugieren que la
presencia del lid es un determinante estructural y funcional de la actividad y
selectividad de esta enzima en la catélisis de diferentes reacciones de
biotransformacion en quimica organica (Overbeeke y col.,, 2000; Reetz, 2002;
Barros y col., 2010; Casas-Godoy y col., 2012).

En 2006 Francesco Secundo y colaboradores, investigaron sobre la influencia del
“lid” sobre las propiedades biocataliticas de las lipasas. En el estudio, se
modificaron por mutagénesis algunos aminoacidos de la secuencia del lid de tres
lipasas recombinantes: Candida rugosa (CRL), Pseudomonas fragi (PFL) y
Bacillus subtilis (BSLA). Las lipasas modificadas presentaron menor actividad y
selectividad en reacciones de esterificacion en solventes organicos. Los resultados
obtenidos soportan fuertemente la idea de la importancia que tiene el lid en la
modulacion, no sélo de la actividad, sino también en la especificidad, enantio-

selectividad y estabilidad de las lipasas.

Recientemente, Wei y col.,, 2012, investigaron el efecto de la flexibilidad
conformacional del lid sobre la actividad catalitica y estabilidad térmica de la lipasa
Rhizopus chinensis. En este caso, se indujo la formacién de un enlace de puente
disulfuro en la region del lid, con el fin de limitar su movilidad. Los resultados
obtenidos mostraron que la enzima mutante es 12 veces mas termo-estable que la
enzima no mutada. A su vez, esta modificacion estructural no efecto el rendimiento

catalitico de la lipasa.

De acuerdo con lo anterior, a la hora de utilizar las lipasas en reacciones de
quimica organica, es preciso considerar algunas peculiaridades de su mecanismo
de activacion interfacial, para lo cual resulta indispensable el estudio de la

estructura molecular.

29



1.1.3 Mecanismo de accion de lipasas. La informacion de las conformaciones
estructurales de las lipasas permitio establecer que en su mecanismo catalitico
ocurre un fendmeno denominado “activacion interfacial de lipasas” (Desnuelle,
1972). Este término es usado para describir el incremento en la actividad catalitica
de este tipo de enzimas cuando interactian con interfases hidrofébicas (Vergel,
1997; Reis, 2009; Palomo, 2012).

La principal caracteristica de las lipasas es la actividad en presencia de interfases
hidrofébicas (micelas de sustratos, solventes organicos no miscibles, etc.),
descrita inicialmente por Sarda y Desnuelle (1958). Posteriormente, se
confirmaron los resultados previamente publicados con otros estudios
cristalograficos (Brady y col., 1990; Brozozowski y col., 1991; Nobel y col., 1993;
Ericsson y col., 2008).

De acuerdo con el mecanismo de activacién interfacial, las lipasas muestran una
cadena polipeptidica (lid) en su estructura secundaria, la cual cubre el sitio activo,
impidiendo el acceso del sustrato (conformacién cerrada) cuando se encuentran
en ausencia de interfases. Sin embargo, en presencia de interfases hidrofdbicas,
se presentan importantes cambios que dan lugar a la generacion de una
“‘conformacion abierta” de la enzima en la cual el lid es desplazado como resultado
de la exposicion de superficies hidrofébicas que ahora interactian con la interfase.
De esta manera, confieren funcionalidad a la enzima (Palomo y Guisan, 2012). La
figura 4, representa de forma esquematica el mecanismo de activacion interfacial

gue muestran las lipasas.
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Figura 4. Activacion interfacial de lipasas con interfases hidrofobicas.
LIPASA CERRADA E INACTIVA LIPASA ACTIVADA INTERFACIALMENTE

centro activo centro activo

- lid

> L\
1 %

-
NS

n

interacciones
= zoNa hidrofébica hidrofilicas
= zona hidrofilica

Interfase hidrofébica

Por otro lado, es evidente que las lipasas en medios acuosos presentan actividad
catalitica, en muchos casos comparables a la de esterasas no lipasicas. Esto
sugiere que las lipasas en sistemas acuosos homogéneos se encontrarian en un
cierto equilibrio entre la conformacion cerrada y la conformacién abierta que les
permiten ser cataliticamente activas en medios acuosos homogéneos, tal como se

representa en la figura 5.

Figura 5. Equilibrio conformacional de lipasas en medios acuosos

homogéneos
LIPASA CERRADA E INACTIVA LIPASA ABIERTA Y ACTIVA

centro activo
centro activo

lid
= zo0Na hidrofébica
= zona hidrofilica

interacciones
hidrofilicas

31



1.1.4. Mecanismo catalitico de las lipasas en solventes orgénicos. Las lipasas
presentan un mecanismo de reaccion en medios organicos similar al que
presentan las serina-proteasas. De acuerdo con este mecanismo, una vez que el
sustrato se sitla en el sitio activo de la lipasa, se forma inicialmente el complejo
enzima-sustrato (complejo de Michaelis). La formacion del complejo es mediada

por la triada catalitica asi:

El &cido aspartico polariza el grupo imidazol de la histidina, lo que facilita la
transferencia de protones a través de puentes de hidrégeno. Posteriormente, el
protén hidroxilico de la serina, se une a la histidina. La serina activada es capaz de
atacar el compuesto carbonilico, formando el primer intermediario tetraédrico (IT1),
en el que el oxianion del sustrato se estabiliza por interacciones con la cadena
proteica. Posteriormente, se produce la transferencia de un protén de la serina al
residuo de histidina, para ser cedido al atomo de oxigeno del grupo saliente del
sustrato. Esta transferencia provoca la descomposicion del intermediario
tetraédrico 1 para generar el complejo acil-enzima. A continuacion, tiene lugar el
ataque del nucledfilo correspondiente, con lo cual se genera un segundo
intermediario tetraédrico (IT2), que colapsa en el producto de reaccion y regenera
la serina, para comenzar un nuevo ciclo catalitico (figura 6) (Lutz, 2004; Kwong y
col., 2007).

La enzima posee un ambiente quiral especifico en el centro activo que favorece la
selectividad. Esta propiedad biocatalitica puede manifestarse durante la formacion
del complejo acil-enzima, durante el posterior ataque del nucledfilo o en ambos

momentos. La figura 6 muestra el mecanismo catalitico de las lipasas.
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Figura 6. Mecanismo catalitico de lipasas.

His

g\N: H Ser (kﬁ’H O/S&r
o N/ N ° N7 K\ o
[ [~o

R

(0]
His
/Ser
- P
° NS /go

1.1.5 Lipasa B de Candida antarctica (CALB). La CALB es una isoenzima que
proviene de la levadura Candida antarctica. Fue aislada por primera vez en la
Antartida cuando se examinaban enzimas activas en condiciones extremas.
Actualmente, es obtenida a partir de procesos de clonacion y sobrexpresion en en

el hongo Aspergillus oryzae (Kirk y col., 2002).

La lipasa B de Candida antarctica presenta un peso molecular de 33 kDa y un
punto isoeléctrico de 6.0. Exhibe una especificidad posicional de tipo Sn-3 en la
hidrolisis de triglicéridos (Kirk, 2002). La secuenciaciéon de CALB ha revelado que
Su estructura primaria esta formada por 317 residuos, los cuales se pliegan en un
modelo de a/f hidrolasa (Figura 7). Su sitio activo consiste de una triada catalitica

de serina, histidina y aspartato. La entrada a dicho sitio activo se encuentra
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restringida por una a-hélice hidrofébica (lid) muy importante en la especificidad y
estereoespecificidad de la enzima frente a diferentes sustratos (Uppenberg col.,
1994).

Figura 7. Estructura Lipasa B de Candida antarctica.

Tomada de protein Data Bank (1LBT.pdb). Sofware de visualizacion Chymera.

La CALB es ampliamente usada como biocatalizador debido a la aceptable
regioselectividad y enantioselectividad frente a alcoholes, aminas, ésteres y acidos
racémicos (Anderson y col., 1998; Kirk y col., 2002; Juhl y col., 2010; Escorcia y
col., 2011; Kolodziejska y col., 2012). La CALB en forma inmovilizada exhibe una
gran estabilidad frente a un amplio rango de valores de pH y temperatura. De esta
forma, se han implementado en diferentes reacciones organicas, incluyendo

muchas que han sido implementadas a escala comercial (Kirk y col., 2002).

1.1.6 Modulacion de las propiedades cataliticas de las lipasas. La posibilidad
de disponer de derivados enzimaticos altamente estables en condiciones de
operaciéon de la industria, es uno de los objetivos mas importantes en reacciones
de biotransformacion. Para el caso particular de las lipasas, en las cuales se

presenta un equilibrio conformacional, es interesante conocer cual de las dos
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configuraciones es mas estable. Es decir, la estructura abierta o la cerrada. De
acuerdo con lo anterior, resulta interesante la preparacion de diferentes derivados
de lipasas en los cuales a través de estrategias de inmovilizacion sea posible la
modulacién de las propiedades cataliticas por la alteracion del equilibrio
conformacional existente (Bastida y col., 1998; Mateo y col., 2000, Mateo y col.,
2007; Barbosa et al., 2010).

El equilibrio conformacional de las lipasas sugiere que la permanencia de una
estructura abierta o cerrada, se da a través de un gran numero de fuerzas intra- e
inter-moleculares. Por lo tanto, es posible que una variacion en la densidad de
carga de la enzima, altere la forma exacta del centro activo y en consecuencia las
propiedades biocataliticas de la lipasa. Para tal fin, es posible utilizar herramientas
de ingenieria de proteinas tales como la modificacion quimica de residuos
aminoacidicos superficiales de la enzima, la ingenieria del medio de reaccién y la

ingenieria del derivado (Palomo y col., 2004; Palomo, 2008; Marciello y col., 2012).

1.1.6.1 Ingenieria del medio de reaccion. Se ha descrito en la literatura que las
propiedades cataliticas de las lipasas (actividad, enantioselectividad y estabilidad),
pueden ser moduladas por las condiciones del medio de reaccion (Persichetti y
col., 1996; Wehtje y col., 1997; Watanabe y col., 2009; Pan y col., 2010; Barbosa y
col.,, 2011; Marciello y col., 2012). Esto puede ser consecuencia del complejo
mecanismo de accidén (activacion interfacial) de las lipasas que involucra cambios
conformacionales significativos en la estructura de la enzima (Brzozowski y col.,
1991; Derewenda y col., 1992).

De esta manera, cualquier cambio en las condiciones del medio puede alterar
significativamente todo el balance de interacciones moleculares. Por ejemplo: los
disolventes favoreciendo el bolsillo hidrofébico y fortaleciendo las interacciones
electrostaticas, el pH alterando el tipo y cantidad de interacciones entre el lid y el

resto de la superficie de la proteina, la fuerza idnica haciendo mas desfavorable la
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presencia del bolsillo hidrofébico y debilitando las interacciones del lid con el resto
de la proteina, etc. Por lo tanto, las condiciones experimentales afectaran
dramaticamente el equilibrio entre la conformacion abierta y cerrada de la lipasa,
la forma exacta del centro activo, y sus propiedades cataliticas. Ademas, la
orientacion del “id” estard promovida por un cierto nimero de interacciones
electrostaticas y puentes de hidrégeno entre otras (Palomo y col., 2002; Palomo y
col., 2004; Palomo, 2008; Barbosa y col., 2011).

La figura 8, representa la complejidad de los cambios conformacionales que
experimentan las lipasas. En relacion con la forma abierta, la estructura de las
lipasas estara definida por la interaccion del bolsillo hidrofébico, con el sustrato o

con el medio de reaccion.

Figura 8. Efecto de las condiciones experimentales en el mecanismo de

aperturay cierre de la lipasa.
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La modulacibn de las propiedades cataliticas de las lipasas mediante la
modificacion de las condiciones del medio de reaccion se ha denominado
“‘ingenieria del medio de reaccidén”. Esta estrategia se ha empleado para modular
el comportamiento de diferentes enzimas que presentan grandes cambios
conformacionales durante la catalisis, como por ejemplo la penicilina G acilasa
(Terreni y col., 2001; Rocchietti y col., 2002; Delorme y col., 2011).

1.1.6.2 Ingenieria del derivado. El desarrollo de diferentes estrategias de
inmovilizacion sobre una gran variedad de soportes activados con diferentes
grupos funcionales, ha permitido el avance de metodologias que permiten
inmovilizar proteinas de forma controlada y dirigida a través de diferentes zonas
de la superficie (aquellas con mayor densidad de histidinas, lisinas, etc.). El grado
de activacion del soporte y las condiciones de inmovilizacion permiten controlar el
grado de unién enzima-soporte y por lo tanto la rigidez de la zona inmovilizada
(Figura 6) (Palomo y col., 2003; Mateo y col., 2007; Barbosa y col., 2010;
Hernandez y col., 2011; Marciello y col.,2012; Rodrigues y col., 2012).
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Figura 9. Modulacion de las propiedades catalitica a través de la Ingenieria

del derivado.
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Diferentes investigaciones han demostrado la efectividad de la ingenieria del

derivado para la modulacién de las propiedades cataliticas de las enzimas,

especialmente de las lipasas (Rodrigues y Col., 2012; Marciello y col., 2012).

En el afio 2000, Mateo y colaboradores inmovilizaron diferentes enzimas sobre
soportes epéxidos multifuncionales, proponiendo este tipo de inmovilizacion como

una herramienta Gtil para mejorar la inmovilizacion covalente de proteinas.
Posteriormente, Palomo y col (2002), modificaron las propiedades de actividad y

enantioselectividad de la lipasa de Candida antarctica B (CAL-B) mediante

herramientas de ingenieria conformacional. Esta lipasa fue inmovilizada en
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soportes poliméricos activados con diferentes grupos funcionales para interactuar
con los aminoéacidos superficiales de las lipasas. Cada derivado inmovilizado
presento diferente actividad y enantioselectividad al catalizar la hidrélisis de un
compuesto aquiral y dos compuestos quirales bajo diferentes condiciones de
reaccion. Asi por ejemplo, se obtuvo el enantiomero R del acido mandélico con
una pureza del 91% utilizando CAL-B inmovilizada en soportes activados con
polietilenimina (PEI), mientras que el enantiomero R del acido 2-butiroil-2-
fenilacético fue obtenido con una pureza del 99.5% utilizando el derivado
enzimatico de lipasa inmovilizada en soportes activados con glutaraldehido.

Ese mismo afio (2002), Palomo y col., realizaron la purificacion e inmovilizacion de
la CAL-B mediante los siguientes protocolos: adsorcién interfacial sobre soportes
de glioxil-agarosa, adsorcion i6nica en soportes rodeados con polietilenimina (PEI)
e inmovilizacion covalente en soportes activados con glutaraldehido. En este caso,
el derivado obtenido por adsorcién interfacial presenté la mayor actividad
hidrolizando sustratos simples (butirato de etilo). Sin embargo, el derivado CALB-
soporte-PEI fue el mas activo en presencia de sustratos iénicos (acido 2-fenil-2-

butiroilacético) o mandelato de metilo.

Adicionalmente, Palomo y col. (2003), modificaron las propiedades cataliticas de la
lipasa de Mucor miehei mediante inmovilizacion directa en resinas epoéxido
heterofuncionales. En este estudio, se produjo el enantiomero S del acido 2-fenil-
2-butiroil-acético con una pureza del 90% y una enantioselectividad de 59,
utiizando el derivado sobre un soporte activado con grupos carboxilos

provenientes del &cido iminodiacético (IDA-Sepabeads).
En el afio 2005, Fernandez-Lorente y col., purificaron diferentes lipasas de

Aspergilus niger utilizando adsorcion interfacial selectiva de lipasas sobre soportes

hidrofébicos. Con estos derivados se obtuvo el enantiomero S del acido 2-fenil-2-
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butiroilacético con una pureza mayor del 99% y una enantioselectividad mayor de
100.

Siti Salhah Othman y col. (2008), lograron una produccién altamente
enantioselectiva de (R)-butirato de metilo utilizando lipasa de Candida rugosa
(LCR) inmovilizada en soportes activados con grupos epoxidos. EI compuesto
mencionado fue obtenido con una pureza del 100% con la LCR inmovilizada en

soportes epoxidos de Eupergit C.

Kramen y col. (2010), inmovilizaron la CAL-B sobre un soporte de silica fundida.
Estos derivados catalizaron la sintesis de (R)-fenil-etanol con una elevada

enantioselectividad.

Mileti¢ y col. (2010), incrementaron la actividad de la lipasa B de Candida
antarctica (CAL-B) en la hidrdlisis de p-nitrofenil acetato, a través de su
inmovilizacion sobre un soporte novedoso basado en una matriz polimérica
macroporosa de poli(glicidil-metacrilato-co-etilenglicol — dimetacrilato). Los
resultados mostraron que la estrategia de inmovilizacion permitié incrementar la
actividad de la enzima en un factor de 10 con respecto a la actividad de CALB

soluble.

Hernandez y Fernandez-Lafuente (2011) inmovilizaron la lipasa B de Candida
antarctica sobre un soporte hidrofobico de octil-agarosa y evaluaron la estabilidad
de esta preparacion al incubarse en concentraciones elevadas de peroxido de
hidrogeno. Los resultados obtenidos mostraron que el derivado de CalB retuvo
hasta un 55% de su actividad inicial después de 4 dias de incubacion en peréxido
(10 mM), lo que contrasta con tan solo el 15% de actividad retenida en 24 horas

de incubacioén de la enzima soluble.
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Recientemente, se han implementado distintos protocolos para la inmovilizacion
de diferentes lipasas que incluyen el uso de soportes poco convencionales (Feng y
col. 2013; Li y col.,, 2013; Yu y col.,, 2013). Por ejemplo, Feng y col., 2013
inmovilizaron la lipasa de Pseudomonas fluorescens (PFL) sobre un soporte de
lana activado con polientilenimina (PEI) y glutaraldehido. Los resultados mostraron
un incremento en la estabilidad y actividad retenida por el derivado de PFL con

respecto a la enzima soluble e inmovilizada sobre lana no activada.

1.1.7 Obtencion de biocatalizadores lipasicos con distinta orientacion
utilizando diferentes estrategias de inmovilizacién. La inmovilizacién de
enzimas, se presenta a través de interacciones quimicas (iénicas, hidrofébicas o
covalentes) entre los residuos aminoacidicos de la molécula proteica y el soporte.
Para el caso particular de las lipasas, se ha desarrollado un nimero importante de
protocolos de inmovilizacion que incluyen estrategias de tipo reversible e
irreversible (Cabrera et al., 2009; Cowan y Fernandez-Lafuente, 2011; Marciello y
col., 2012; Yu y col., 2013; Feng y col., 2013). Tales estrategias tienen como fin,
evitar peérdidas considerables en la actividad y enantioselectividad del
biocatalizador, al comprometer el sitio activo (o residuos cercanos) de la enzima

en la unién con el soporte.

El tipo de soporte y la activacion de la superficie del mismo son pardmetros
altamente significativos en la orientacion que adquiere la lipasa y la forma en que
expone su sitio activo. No obstante, diferentes publicaciones cientificas han
demostrado la modificacién de las propiedades biocataliticas de una misma lipasa
por efecto de su inmovilizacion en soportes de diferente naturaleza quimica

(Palomo y col., 2003; Palomo y col., 2004; Palomo y col., 2005).
1.1.7.1 Inmovilizacién de lipasas sobre estructuras hidrofébicas. Las lipasas

son enzimas que exhiben una alta afinidad por cualquier estructura de naturaleza

hidrofobica cuando se encuentra en medios con baja fuerza ionica (figura 10). De
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esta manera, se han desarrollado métodos eficientes de inmovilizacién reversible y
especificos para estas enzimas (Malcata y col.,, 1992; Bosley y Clayton, 1994;
Bastida y col., 1998; Palomo y Guisan, 2012). En este sentido, las lipasas han sido
inmovilizadas sobre diferentes soportes de agarosa activados con grupos
hidrofébicos (Octil, butil, glioxil) a través de adsorcién interfacial (Fernandez y col.,
1998; Sabuquillo y col., 1998; Cuhnay col., 2008; Fernandez-Lorente y col., 2008).

Figura 10. Adsorcion de lipasas sobre estructuras hidrofébicas.
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Adicionalmente, la inmovilizacion sobre estructuras hidrofébicas a baja fuerza
i6nica se ha convertido en un método eficiente de purificacion de lipasas ya que
bajo esta condicion son las Unicas proteinas que se adsorben sobre este tipo de

soportes.

Por ejemplo, Sabuquillo y col., (1998) purificaron a través de cromatografia de
afinidad interfacial preparados comerciales de lipasas de Rhizopus niveus (RNL) y
Candida rugosa (CRL) sobre soportes hidrofébicos activados con butil, fenil y octil-

agarosa, a baja fuerza i6nica. Los resultados obtenidos mostraron que bajo esta



condicion, no se presentaba la adsorcidon de otras enzimas como las esterasas.
Sin embargo, las lipasas se adsorbian rapidamente y podian ser separadas

posteriormente a través de su desorcion y purificacion con tritobn X-100.

De acuerdo con lo anterior, la inmovilizacion de las lipasas sobre soportes
hidrofobicos constituye una poderosa herramienta que permite en un Unico paso la
purificacion, inmovilizacion e hiperactivacion interfacial al fijar la conformacion

abierta de la lipasa sobre el soporte.

1.1.7.2. Inmovilizacién de lipasas por intercambio i6nico. La adsorcion de
proteinas por intercambio i6nico es uno de los procedimientos de inmovilizacion
mas sencillos. De hecho, este procedimiento se aplico para el desarrollo del primer
proceso industrial que utilizaba enzimas inmovilizadas (Chibata y Tosa, 1976;
Katchaski-Katzir, 1993). En este caso, la proteina no se fija al soporte a menos
que se produzca una adsorcion multipuntual. Por lo tanto, se asume que las
proteinas se inmovilizaran fundamentalmente a través de las zonas con mayor
densidad de grupos con carga positiva 0 negativa, es decir, donde las
posibilidades de una interaccion multipuntual serian mayores (Figura 11).

Figura 11. Adsorcion iénica de lipasas sobre soportes ibnicos mono-amino-

etil-N-amino-etil agarosa (MANAE) y Dietil-amino-etil agarosa (DEAE).
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1.1.7.3. Inmovilizacion covalente de lipasas sobre el soporte Bromuro de
Cianégeno Agarosa (BrCN). La inmovilizacibn de enzimas sobre soportes
agarosa activados con grupos bromuro de ciandgeno es uno de los protocolos de
inmovilizacién covalente mas utilizados (Fernandez y col, 2007; Volpato y Col.,
2009; Godoy y Col., 2011).

La inmovilizacion de la enzima sobre BrCN-agarosa procede a través de la
reaccion que se da entre el grupo amino mas reactivo de la proteina a pH 7
(posiblemente el grupo amino-terminal) y el grupo ciano del soporte (figura 14).
Por esta razon, se considera que la enzima es inmovilizada a través de un enlace

covalente unipuntual.

Figura 12. Inmovilizacion de lipasas sobre BrCN-agarosa.
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1.1.8. Modificaciéon quimica de proteinas. El uso de las enzimas como
biocatalizadores en la resolucién de mezclas racémicas de moléculas organicas,
principalmente farmacos, ha implicado el desarrollo de estrategias que permitan
modificar las propiedades cataliticas naturales de las enzimas. En este contexto, la
modificacion por mutagénesis dirigida y la modificacion quimica han sido
consideradas herramientas eficaces para este fin (Fagain, 1995; Davis, 2003;
O'fagain, 2003; lyer y Ananthanarayan, 2008; Baslé y col., 2010; Fernandez-
Lorente y col., 2011).
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La modificacion quimica presenta ventajas en comparacién con las técnicas de
mutagénesis dirigida. En primer lugar, no es necesario conocer la estructura
tridimensional de la proteina; como la enzima se encuentra plegada, la estructura
terciaria se mantiene estable a pesar de la alteracion quimica. En segundo lugar,
permite la introduccion de grupos reactivos que pueden presentar propiedades
distintas a las de los aminoacidos naturales (Lundblad, 1991). Este cambio global
en la quimica de la superficie de la proteina puede alterar en gran medida sus
propiedades biocataliticas (Rodrigues y col., 2011; Fernandez-Lorente y col.,
2011; marciello y col., 2012).

La prediccion del efecto final de la modificacién quimica sobre las propiedades de
la enzima suele ser complejo, ya que es probable que los efectos positivos se
limiten Unicamente a ciertas condiciones experimentales (Rodrigues y col., 2011).
Ademas, si la modificacion quimica es realizada sobre una enzima soluble, es
posible que las propiedades biocataliticas se vean afectadas de manera adversa,
debido a las condiciones generalmente drasticas de la modificacion (pH vy
concentracién de agentes modificantes). En este sentido, la modificacion quimica
de enzimas previamente inmovilizadas presenta una serie de ventajas asociadas a
la quimica en fase sdélida con respecto a la modificacion de moléculas solubles

(Orzaez y col., 2007). Por ejemplo:

i) El control efectivo de las condiciones de reacciéon y el grado de modificacién
guimica de la enzima. Al encontrarse la enzima inmovilizada, se facilita su

remocion del medio, lo cual permite controlar los tiempos de reaccion.

i) Una vez la enzima ha sido inmovilizada, se evita que precipite por las
condiciones de reaccion (pH o presencia de solventes organicos) de la
modificacion quimica. De esta manera, algunas modificaciones que son muy
dificiles de llevar a cabo en solucion pueden ser facilmente realizadas en fase

sélida.
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ii)

Si la enzima es previamente estabilizada por la inmovilizacion, es posible
disminuir cualquier efecto negativo de la modificacion quimica sobre la
actividad enzimatica. La superficie del soporte puede proteger algunos grupos
quimicos importantes para la catalisis de la enzima (por ejemplo, grupos del
sitio activo), al generar impedimentos estéricos que dificultan el acceso del

agente modificante (Fernandez-Lafuente y col., 1992; Rodriguez y col., 2011).

Por lo anteriormente descrito, en esta tesis doctoral se ha propuesto una

estrategia para la modulacion de las propiedades cataliticas de la lipasa B de

Candida antarctica, que combina su inmovilizaciébn sobre el soporte de Octil-

agarosa, y su posterior modificacion quimica a través de diferentes técnicas, entre

las cuales se destacan (Figura 13):

a)

b)

La aminaciéon de grupos carboxilo de enzimas con etilendiamina a pH neutro
permite cambiar grupos con carga negativa por grupos cargados
positivamente. EI cambio en la carga neta de la proteina puede generar
nuevas fuerzas de repulsion donde anteriormente habia interacciones ionicas
(Rodrigues y col., 2011). En ciertos casos, este tipo de modificacién puede
producir una mejora en las propiedades funcionales de las enzimas. Por
ejemplo, la modificacion quimica de grupos carboxilo de glucoamilasa de
Fusarium solani con etilendiamina como nucleofilo en presencia de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida permiti6 un incremento en la actividad
catalitica y en la estabilidad térmica de la glucoamilasa (Bhatti y col., 2007;

Rodrigues y col., 2011).

La modificacion quimica con polimeros poli-funcionales permite alterar
moderadamente la superficie de las proteinas y ofrece algunas ventajas. En
primer lugar, los polimeros de gran tamafio (aunque sean de mayor tamafo
gue la enzima) pueden recubrir un gran porcentaje de la superficie de la

proteina alterando con ello la naturaleza quimica de la misma. En segundo
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d)

lugar, pueden contener diferentes grupos reactivos inclusive de naturaleza
guimica diferente. La combinacion de estas caracteristicas hace que los
polimeros poli-funcionales, sean agentes modificantes muy adecuados para
estabilizar las proteinas a través de entrecruzamientos intramoleculares.
Ademas, el revestimiento completo de la superficie de la molécula proteica por
el gran tamafo del polimero, probablemente evitaria la formacion de enlaces
intermoleculares al envolver todas las subunidades de la enzima. En este
sentido, se ha descrito al dextran-aldehido como un polimero polifuncional con
un alto potencial para este fin (Fuentes y col., 2004; Rodriguez y col., 2011).

La modificacién covalente con polimeros homofuncionales anfifilicos como el
polietilenglicol (PEG) ha sido una técnica empleada para estabilizar proteinas
e incrementar su solubilidad para su aplicacion en solventes orgénicos.
Ejemplo de ello es el incremento en la estabilidad de la lipasa de Candida
rugosa inmovilizada en isooctano después de la modificacion con PEG
(Hernaiz y col., 1997). Para la modificacion de una proteina con PEG, es
necesario activar el polietilenglicol, a través de la preparacién de un conjugado
pegilado. Dicho conjugado posteriormente puede reaccionar con aminoacidos
reactivos de la proteina tales como lisinas, cisteinas, histidinas, argininas,
acido aspartico, acido glutamico, serinas, grupos amino N-terminal y grupos

carboxilo C-terminal (Roberts y col., 2002).

El entrecruzamiento quimico de grupos funcionales de la superficie proteica a
través del uso de reactivos bifuncionales (glutaraldehido y formaldehido)
constituye una poderosa herramienta de modificacion quimica. La metodologia
consiste basicamente en la formacion de enlaces covalentes entre los grupos
reactivos del agente bifuncional y los residuos aminoacidicos de la enzima,
principalmente lisina. Los enlaces covalentes formados pueden generar
entrecruzamientos intramoleculares e intermoleculares que rigidifican la

estructura terciaria de la enzima, restringiendo de esta manera los cambios
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conformacionales inducidos por agentes externos como el calentamiento o
solventes organicos (DeSantis y Jones, 1999; Roberts y col., 2002; Migneault

y Dartiguenave, 2004).

Figura 13. Estrategias de modificacion quimica de enzimas en fase sélida.

1.1.9 Resolucion cinética catalizada por lipasas. La resoluciéon cinética de
compuestos racémicos es probablemente la biotransformacion por excelencia de
las lipasas en procesos de sintesis organica. Al igual que las esterasas, las lipasas
son proteasas serinicas empleadas en la sintesis de drogas quirales vy
agroquimicos, donde su centro activo cataliza la hidrdlisis o la sintesis de ésteres
mediante mecanismos de acilacién — deacilacion (Bianchi, 1989; Gotor-Fernandez

y col., 2006; Wang y Tsai, 2009).El éxito de la reaccion biocatalitica depende de
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gue los dos enantibmeros puedan reaccionar a distintas velocidades con una
molécula quiral (Rouhi, 2003, Van-Beilen y Li, 2003).

La reacciobn de resolucion cinética catalizada por lipasas para un sistema
reversible se puede representar como se muestra en la figura 14. En el estado
inicial de la reaccion la enzima reacciona preferiblemente sobre el enantiomero A
(reactante mas rapido) y lo transforma en su respectivo producto P, mientras la
concentracion del enantiomero B (reactante lento) se mantiene mayoritariamente
intacta. Cuando se establece el equilibrio entre el enantiomero A y el producto P la
concentracién del enantibmero B comienza a cambiar, disminuyendo la pureza
Optica del enantiomero A remanente y del producto P. Por lo que el tiempo 6ptimo
para terminar la resolucién es cuando se haya alcanzado el equilibrio del reactante
rapido (Cheny col., 1982).

‘—1—‘ P
Kz
Ks

B Q
Kq

Figura 14. Resolucidén cinética catalizada por lipasa para un sistema
reversible. La resolucién ocurre cuando k1 es diferente de k3, de tal forma que
entre mayor sea la diferencia se obtendra una mejor resolucion. Para un sistema

irreversible k, = k4 = 0.

Puesto que las lipasas poseen la habilidad de discriminar entre dos enantiomeros
a partir de una mezcla racémica, el parametro escogido para describir la estéreo-
selectividad o enantio-selectividad de las reacciones catalizadas por lipasas es la
relacion enantiomérica (E). E es un parametro cinético, que depende del

catalizador y de las condiciones del medio (pH, temperatura, etc.). El valor de E
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esta definido como la relacion de las constantes especificas de velocidad para los

dos enantiomeros de la mezcla racémica, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

R es el enantidmero reactante mas rapido  (2)

Donde k es la constante de velocidad y Km es la constante de Michaelis-Menten.
Rakels et al, (1993) desarrollaron esta ecuacion en términos del exceso
enantiomérico del producto (eep), el enantiomero remanente (ees) y la conversion
(c). De tal forma que para una reaccion enzimatica reversible, el valor de E puede

ser expresado por la siguiente ecuacion:

Ln]- (+KE(+ee . nf-€+K €ree, Hc T 3)
“n]-¢rK3C-ee, . In]-¢+K €—ee Hc}

Donde K es la constante de equilibrio. K es una funcion termodindmica que es
independiente de las propiedades de la enzima, s6lo depende del estado inicial y
final por lo que no depende de la trayectoria de reaccion. Sih y col., 1993
encontraron también que la pureza Optica de los compuestos (producto y sustrato
remanente) varia de manera inversa con la constante de equilibrio, aun para

sistemas con alta enantioselectividad (E > 1000).

Cuando la reaccion es irreversible o la reaccion reversa es insignificante (K = 0), la
ecuacion 3 puede ser reducida a:

Ln]- c(+ee Lnl
Ln]-cq-ee, . LnK-

(4)

ee;
+ €€,

E=

c L-
c «

bk

Donde c esta expresada por la siguiente ecuacion:

ee,
ee, +ee,

o
|
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Para calcular el valor de E, se deben medir dos de las tres variables: ees, eep y C.
Una reaccion no selectiva tiene un valor E de 1, mientras un valor E por encima de

20 es el minimo para una resolucion considerable.

El objetivo principal de esta tesis doctoral fue modular las propiedades
biocataliticas de la lipasa B de Candida antarctica (CALB), a través de estrategias
de modificacién quimico estructural en fase solida disponibles en ingenieria de
proteinas, para obtener nuevos derivados de CALB con propiedades biocataliticas

mejoradas.

Para el logro de este objetivo, se parti6 de la hipdtesis que las lipasas se
encuentran en un cierto equilibrio entre una conformacidon cerrada y una
conformacion abierta que les permite ser cataliticamente activas en ausencia de
interfaces hidrofébicas. Por lo tanto, teniendo en cuenta el gran nimero de fuerzas
intermoleculares implicadas en el mantenimiento de una u otra conformacion, la
modificacion en el mecanismo de apertura y cierre de la lipasa, podria dar lugar a

cambios estructurales en la forma exacta del centro activo de la enzima.

Los objetivos especificos fueron:

e Realizar modificaciones quimicas especificas y dirigidas en fase soélida sobre
aminodcidos superficiales CalB.

e Evaluar el efecto de la inmovilizacidbn reversible como estrategia de
estabilizacion de proteinas para modificaciones quimicas en fase solida.

e Determinar el efecto de las diferentes modificaciones quimicas sobre las
propiedades funcionales y estructurales de los nuevos derivados de CalB
inmovilizados de manera reversible.

e Evaluar la enantioselectividad de los nuevos biocatalizadores de CalB

obtenidos en la hidroélisis del mandelato de metilo.
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2. MODULACION DE LAS PROPIEDADES DE CALB POR MODIFICACION EN
FASE SOLIDA CON ACIDO TRINITRO-BENCENSULFONICO (TNBS) Y
ETILENDIAMINA (EDA)

2.1 INTRODUCCION

La lipasa B de Candida antarctica (CALB) es una de las enzimas con mayor
aplicacion en biocatdlisis, debido a su amplia especificidad e incluso en algunos
casos una alta regio / enantioselectividad y estabilidad en diferentes medios de

reaccion.

La CALB sufre un complejo cambio conformacional durante la catalisis, que altera
la estructura entre la conformacion cerrada y la conformacion abierta, con grandes
variaciones alrededor de su centro activo (Derewenda y col., 1994; Guncheva y
Zhiryakova, 2011). La flexibilidad del centro activo, hace posible pensar que la
alteracion del mecanismo de apertura y cierre, puede ocasionar un cambio
drdmatico en las propiedades cataliticas de CALB. Para alcanzar este propdsito
se pueden utilizar diferentes estrategias que incluyen la modificaciéon quimica de

enzimas.

En general, es posible realizar diferentes modificaciones quimicas dependiendo de
los grupos funcionales que se introduzcan a la superficie enzimatica. Entre las

modificaciones quimicas se encuentran:

2.1.1 Aminacién quimica de grupos carboxilo con etilendiamina (EDA). Los
grupos carboxilicos (asparticos, glutdmicos y carboxilo terminal) de las proteinas
pueden ser transformados en aminas primarias, mediante la activacion con 1-etil-

3-(di-metil-amino propil) carbodiimida (EDAC). En este proceso se forma una
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amida entre el grupo carboxilo activado de la proteina y uno de los grupos amino
de etilendiamina (EDA) que actia como nucledfilo, dejando un grupo amino
primario libre (figura 15) (Carraway y Koshland, 1966; Bogdanov y col., 1988;
Lépez-Gallego y col., 2005; Grazu y col., 2006).

El grupo amino introducido presenta valores de pKa (aproximadamente de 9),
menor a los pKa de los e-amino nativos de la proteina (con pKa de 10.7). Estos
nuevos grupos aminos ademas de ser mucho mas reactivos, permiten realizar
reacciones de modificacion a valores de pH mas bajos (Geoghegan, 2001; Khajeh
y col., 2001; Fernandez-Lafuente y col.,, 2003; Lopez-Gallego y col., 2005;
Rodrigues y col., 2009; Cowan y Fernandez-Lafuente, 2011; Diaz-Rodriguez y
Davis, 2011).

Figura 15. Aminacion quimica de los grupos carboxilo de la superficie
enziméatica de CALB. Software de visualizacion Pymol 0.99. La estructura de la
CALB fue tomada de Protein Data Bank (COD pdb 1TCA).

2.1.2 Modificacion con acido (2, 3, 4)- trinitro-bencen-sulfénico (TNBS). El
tratamiento de proteinas y soportes para inmovilizacion con TNBS ha sido una
estrategia usualmente empleada para la titulacion y cuantificacion de grupos
amino primarios (Snyder y Soboconski, 1975). Sin embargo, ha sido poco utilizada
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para modular las propiedades biocataliticas de las enzimas. En la literatura se
encuentran algunos estudios que han demostrado su efectividad en este sentido.
Por ejemplo, la modificacion de la invertasa de Saccharomyces con TNBS y la
posterior inmovilizacion ocasioné un moderado incremento en la estabilidad de la
enzima (Husain y col., 1996). Un efecto similar provocé la modificacion de la a-
amilasa con TNBS, en cuyo caso ocasiondé cambio en la especificidad de la

enzima frente a diferentes sustratos (Yamashita y col., 1993).

La modificacion de los grupos amino con TNBS puede producir un aumento en la
hidrofobicidad de la superficie de la enzima, al generar una amina secundaria con
un grupo hidrofébico como sustituyente (figura 16). Por esta razén, el TNBS ha
sido empleado con éxito en el disefio de soportes hidrofébicos usados en la
inmovilizacion de lipasas (Mendes y col.,, 2011). Teniendo en cuenta que las
modificaciones quimicas de CALB con EDA y TNBS pueden ocasionar un cambio
conformacional general en la estructura de la enzima al impedir los movimientos
del lid y con ello posiblemente alterar la forma exacta del centro activo de la

enzima.

El principal objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de las modificaciones con
EDA y TNBS sobre las propiedades biocataliticas de CALB.
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Figura 16. Modificacién de los grupos amino primarios de la CALB con
TNBS. Software de visualizacion Pymol 0.99. La estructura de la CALB fue
tomada de Protein Data Bank (COD pdb 1TCA).

2.2 MATERIALES

La CALB fue obtenida de Novozymes (Madrid, Espafia). El Octil agarosa 4BCL,
Tritdbn X-100, p-nitrofenilbutirato (pNPB) fueron obtenidos de Sigma Aldrich (St.
Louis, Mo, USA). Los marcadores de peso molecular de proteinas para
electroforesis de proteinas 1D se obtuvieron de Fermentas. Los reactivos
utilizados en la sintesis y en las reacciones fueron grado analitico y suministrados

por Sigma Aldrich y Merck.

2.3 METODOS EXPERIMENTALES

En la figura 17 se presenta el esquema de la metodologia general propuesta para
el logro de los objetivos. Inicialmente, la CALB fue inmovilizada mediante dos
estrategias: i) Por adsorcién sobre el soporte octil agarosa y ii) de manera

covalente en el soporte bromuro de cianégeno-agarosa. Una vez obtenidos los
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derivados de CALB, estos fueron sujetos a modificaciones sucesivas con EDA y
TNBS. Finalmente, se evalué el efecto de las modificaciones quimicas sobre las

propiedades bioquimicas de los derivados.

Figura 17. Metodologia propuesta para el estudio de la modificacién en fase

sOlida por aminacion y TNBS.

\1/ CALB \l/
Inmovilizacion en Inmovilizacién en
Octil-agarosa BrCN-agarosa

Modificacion Quimica
E—

L — =

EDA TNBS

\ v

Evaluacidén propiedades bioquimica

2.3.1 Inmovilizacion de la CALB sobre diferentes soportes

2.3.1.1 Inmovilizacion y purificacion de CALB por adsorcion hidrofobica
sobre Octil-agarosa (OC). CALB fue inmovilizada y purificada sobre el soporte
OC a baja fuerza i6nica como lo describe Bastidas y col., 1998. Para ello, 2 ml del
extracto comercial de CALB, con una concentracion de proteina de 5.9 mg/ml y
una actividad especifica de 4.9 U/mg, fueron diluidos en 198 ml de buffer fosfato
de Sodio 5 mM de pH 7. A continuacion, se adicionaron 20 gramos secos de
soporte OC. Periédicamente, se extrajeron muestras de suspension vy
sobrenadante de inmovilizacion y se determiné actividad enzimatica en la hidrélisis
de p-NPB de acuerdo con lo descrito en el nhumeral 4.2 de la secciébn métodos
analiticos. Después de 3 horas a 4 °C, bajo agitacion constante a 250 rpm, la

suspension de inmovilizacién fue filtrada y la lipasa inmovilizada fue lavada 3
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veces con agua destilada y buffer fosfato de sodio 25 mM de pH 7. Este derivado

se abrevio como OC-CALB.

2.3.1.2 Inmovilizacién de CALB sobre el soporte Bromuro de Ciandégeno
agarosa (BrCN). Antes de llevar a cabo la inmovilizacién en BrCN, el soporte fue
sometido a un tratamiento de hidratacion en medio acido. Se suspendieron 6 g
soporte seco en 42 mL de una solucion de HCI 1 mM durante 15 minutos bajo
agitacion constante. Posteriormente, el soporte fue lavado en exceso con una
solucion de bicarbonato 100 mM y NaCl 500 mM, pH 8.3. Posteriormente, el
soporte activado fue resuspendido en 100 mL de solucién enzimatica de CALB (1
mL del extracto comercial de CALB diluido en 99 ml de buffer fosfato de sodio 5
mM de pH 7) a 4 °C, manteniendo agitacién suave. Periddicamente, se extrajeron
muestras de suspension y sobrenadante durante la inmovilizacién y se determiné
concentracién de proteina y actividad enzimatica en la hidrélisis de p-PNPB de
acuerdo a lo descrito en el numeral 4.2. Después de una hora, el derivado
enzimatico fue filtrado al vacio y lavado con una solucién de bicarbonato de sodio
100 mM y NaCl 500 mM a pH 8.3. Finalmente el derivado fue bloqueado con 10
mL de etanolamina 1M a pH 8 durante 2h a 25 °C. Posteriormente fue lavado con
una solucion de fosfato de sodio 25 mM pH 7 y almacenado a 4 °C. El derivado se
denomino BrCN-CALB.

2.3.2 Modificacion quimica en fase solida de CALB con EDA y TNBS

2.3.2.1 Aminacion en fase sélida de CALB. Para la aminacion de la superficie
proteica de CALB en fase solida, la lipasa fue inmovilizada sobre los soportes OC

y BrCN como se describi6 anteriormente en los numerales 2.1.1.1y 2.1.1.2.
Los derivados OC-CALB (10 g) y BrCN-CALB (10 g) fueron incubados en 100 mL

de una solucion de etilendiamina (EDA) 1M a pH 4.75 bajo agitacion constante en

un agitador de rodillos. La reaccion de modificacion se inicidé con la adicion de
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carbo-di-imida (EDAC) 10 mM. Después de 90 minutos de agitacion a temperatura
ambiente, los derivados aminados de CALB se lavaron con buffer fosfato 25mM,
pH 7 y un exceso de agua destilada. Posteriormente, se filtraron al vacio y se
almacenaron a 4 °C (Carraway y Koshland, 1966; Cabrera y col., 2009; Rodrigues
y col.,, 2009). Una vez obtenidos los derivados de CALB modificados por
aminacién, fueron incubados en hidroxilamina-HCI 1M a pH 7 durante
aproximadamente 1h a 25 °C para regenerar los residuos hidroxilo de las tirosinas
que hubieran resultado afectados por el proceso de modificacion quimica
(Carraway y Koshland, 1968; Geoghegan, 2001; Hermanson, 2008). Finalmente,
la concentracion de grupos amino introducidos fue determinada por titulacién con
el acido 2,3,4-trinitro-bencensulfonico, de acuerdo a lo descrito en la seccion 4.3.
Estos derivados se abreviaron como OC-CALB-EDA y BrCN-CALB-EDA.

2.3.2.2 Modificacién de grupos amino primarios de CALB con TNBS. 12
gramos de derivado OC-CALB fueron incubados en 100 mL de una solucion de
TNBS 0.1% (p/v) en buffer fosfato de sodio 100 mM, pH 8 durante 60 minutos a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, el derivado
enzimatico modificado fue filtrado y lavado con un exceso de agua destilada
(Snyder y Sobocinski; 1975). La intensidad de color en el derivado CALB no
incrementd cuando se duplicaron la concentraciéon y el volumen de TNBS,
sugiriendo que el 100% de los grupos amino primarios expuestos en la superficie
de la proteina habian sido modificados. El derivado obtenido se denominé OC-
CALB-TNBS.

El procedimiento anterior fue utilizado para la modificacién de los derivados OC-
CALB-TNBS-EDA, BrCN-CALB y BrCN-CALB-TNBS-EDA. Una vez modificados
los derivados con TNBS fueron nombrados como: OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS,
BrCN-CALB-TNBS y BrCN-CALB-TNBS-EDA-TNBS.
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La figura 18 muestra las modificaciones secuenciales con EDA y TNBS realizadas
sobre los derivados de CALB inmovilizados sobre Octil-agarosa y Bromuro de

Cianbégeno-agarosa.

Figura 18. Derivados de CALB obtenidos a través de modificaciones

secuenciales con EDA y TNBS en fase soélida.

OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS < INBS__ OC-CALB-TNBS-EDA

T

OC-CALB-TNBS
TNB

% OC-CALB-EDA

Octil-agarosa ——— OC-CALB

CALB
\ EDA BrCN-CALB-EDA
BrCN-agarosa —> BrCN-CALB \
TNBS BrCN-CALB-TNBS

BrCN-CALB-TNBS-EDA-TNBS < "NBS__ B/CN-CALB-TNBS-EDA

2.3.3 Evaluacion de la estabilidad de los derivados CALB obtenidos mediante

modificaciones secuenciales con EDA y TNBS en fase sélida.

2.3.3.1 Estabilidad térmica. La estabilidad térmica de los derivados OC-CALB y
BrCN-CALB modificados con EDA y TNBS, fue evaluada a 60 °C. Para ello, 1
gramo de derivado de CALB, fue suspendido en 10 ml de buffer de acetato de

sodio 50 mM, pH 5 e incubado a 60°C. Periédicamente se extrajeron 100 uL de
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suspension y se determiné la actividad residual usando como sustrato p-NPB de
acuerdo con lo descrito en la seccion de métodos analiticos, numeral 4.2. Todas
las medidas se realizaron por triplicado y los errores experimentales siempre

fueron menores al 10%.

El procedimiento fue repetido, incubando los derivados de CALB en buffer fosfato
de sodio 50 mM, pH 7 a 60 °C y en buffer borato de sodio 50mM de pH 9 a 50 °C.

2.3.3.2Estabilidad en presencia de dioxano. 1 gramo de derivado CALB fue
incubado a 45°C en una mezcla de 50% (v/v) de dioxano/ buffer Tris-HCI 100mM a
pH 5, pH 7 y pH 9. Periédicamente, se extrajeron 100 uL de suspension y se
evalué la actividad residual usando como sustrato p-NPB de acuerdo a lo descrito
en la seccién 4.2. La presencia de cantidades inferiores a 50 uL de cosolvente
organico no afecto la velocidad de reaccion enzimatica observada en el ensayo de
hidrdlisis de p-NPB.

2.3.3 Efecto del pH sobre la Actividad catalitica de los derivados de CALB
frente a la hidrolisis de p-nitrofenil-butirato (p-NPB). Se evalu6 el efecto del pH
sobre la actividad enzimética de los diferentes derivados de CALB, siguiendo el
procedimiento descrito en la seccion 4.2, para la determinacion de actividad
usando como sustrato p-NPB y utilizando como solucion buffer acetato de sodio
25 mM a pH 5 y pH 6; fosfato de sodio a pH 7 y pH 8 y borato de sodio 25 mM a
pH 9y pH 10.

2.3.4 Desorcion de CALB del soporte OC. 1 gramo de derivado OC-CALB
modificado secuencialmente con EDA y TNBS (OC-CALB, OC-CALB-EDA, OC-
CALB-TNBS-EDA y OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS) fue suspendido en 15 mL de
buffer fosfato de Sodio 10 mM pH 7 y de manera progresiva se adiciond tritdbn X-
100 hasta obtener una concentracion final de 1.5 % (v/v). Cada adicion de tritdn se

realizd a intervalos de 30 minutos, tiempo durante el cual se extraian 100 uL de
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suspension y de sobrenadante y se determinaba la actividad enzimatica frente a p-

NPB de acuerdo con lo descrito en el numeral 4.2.

Para contrarrestar los efectos del detergente sobre la actividad enzimatica se
utilizé como blanco de referencia, agarosa inerte y la misma cantidad de lipasa

gue fue usada en el tratamiento cuando se adsorbié sobre OC.

2.3.5 Evaluacion de la Enantioespecificidad de los diferentes derivados de
CALB en la reaccion de hidrélisis de R y S-mandelato de metilo. La actividad
enzimatica y enantioespecificidad de los derivados CALB fue evaluada en la
hidrodlisis en medio acuoso de los enatiomeros R y S-mandelato de metilo como se

describe a continuacion:

A 50 ml de solucion de Mandelato de metilo (R o S) 10 mM, pH 7, fueron
adicionados 300 mg del respectivo derivado de CALB bajo agitacién constante a
25 °C. Periodicamente, el progreso de la reaccion fue monitoreado extrayendo a
diferentes tiempos alicuotas del medio de reaccion y analizando los productos
formados y el sustrato consumido a través de HPLC en fase reversa, de acuerdo

con lo descrito en el numeral 4.7, hasta obtener conversiones entre el 20-30%.

De manera similar las reacciones fueron realizadas a pH 5, usando como buffer de
reaccion acetato de sodio 50 mM y a pH 9 usando como solucion buffer borato de
Sodio 50 mM.

2.4 METODOS ANALITICOS

2.4.1 Estudio bioinformatico de accesibilidad de los solventes a los

aminoacidos de CALB susceptibles a modificacion quimica. Previo a la

modificacion de la CALB con EDA y TNBS, se realizé un estudio tedrico de la
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accesibilidad de los agentes modificantes a los aminoacidos superficiales de la
enzima. La estructura 3D de CALB fue tomada de Protein Data Bank

(www.PDB.org) codigo 1TCA y modelada usando el software de visualizacion

Pymol, version 0.99. Los valores de accesibilidad de superficie (ASA) para los
residuos aminoacidicos de CALB fueron calculados mediante el programa ASA-

view de libre acceso web (http://www.netasa.org/asaview) (Shandar y col., 2004).

De acuerdo a la accesibilidad del solvente, los residuos aminoacidicos
susceptibles a modificacion fueron clasificados como: ocultos, parcialmente

expuestos y expuestos (Gilis y col., 1996; Gilis y Col., 1997).

2.4.2 Determinacion de la actividad enzimatica frente al p-nitrofenil-butirato
(p-NPB). La actividad catalitica de CALB se cuantifico de forma continua a traves
del método de velocidades iniciales de reaccion. El ensayo se llevd a cabo
midiendo el aumento de absorbancia a 348 nm, producido por la formacién del
producto p-nitrofenol (coeficiente de extincién molar= 5150 cm™*M™) generado por
la hidrdlisis de p-NPB 0.4 mM, disuelto en tampon fosfato sédico 25 mM, pH 7 a
25 °C. Para iniciar la reaccion, 100 uL de solucion lipasica se afiadieron a 2.5 mL
del sustrato. Una unidad internacional de actividad enzimatica fue definida como la
cantidad de lipasa que es necesaria para hidrolizar 1umol de p-NPB por minuto

(IV) bajo las condiciones descritas anteriormente.

2.4.3 Determinacién del grado de modificacion de grupos carboxilo. El grado
de modificacién de los grupos carboxilicos fue determinado mediante la titulacién
de los grupos aminos primarios usando la metodologia del acido picril sulfénico
(Snyder et al., 1975; Montes et al., 2006). A 350 mg de derivado enzimatico CALB
modificado se adicionaron 3 mL de solucién de &cido picril sulfénico o TNBS 0.1%
(p/v) a pH 8. Después de 30 minutos de reaccion a temperatura ambiente, el
derivado se lavo con agua destilada. 200 mg de derivado se resuspendieron en
2.1 mL de borato de sodio 1M pH 9 y la medicion de absorbancia se llevo a cabo a

430 nm. Se us6 como blanco de reaccioén OC libre de enzima.

62


http://www.pdb.org/
http://www.netasa.org/asaview

2.4.4 Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (nativa-PAGE). 100
mg del respectivo derivado enzimatico (OC-CALB, OC-EDA, OC-TNBS, OC-
TNBS-EDA y OC-TNBS-EDA-TNBS) fueron re-suspendidos en 1 ml de solucion
de Triton X-100 al 1%(v/v) en buffer fosfato 10 mM pH 7 durante 24 horas a 4 °C.
Una alicuota de 20 pL del sobrenadante fue mezclada en una relacién 1/1 (v/v)
con buffer de ruptura (Tris-HClI 62.5 mM de pH 6, glicerol 10% (v/v) y azul de
bromofenol al 0.005 %(p/v)), y posteriormente analizada en geles de poliacrilamida
de acuerdo con la metodologia propuesta por Laemmli (1970), usando geles de
corrido al 15 %(p/v), en una zona de separacion de 9 cm x 6 cm. La electroforesis
se realiz6 a temperatura ambiente y 150 mV de voltaje constante durante 90 min.
El revelado de las proteinas se realiz6 mediante tincibn con azul brillante de
Coomassie R-250 y usando marcadores de peso molecular (25 a 120 kDa). Los
geles obtenidos fueron posteriormente escaneados con un densitometro UMAX

PowerLook 2100XL y visualizados a través del software PDQuest (Biorad).

2.4.5 Determinacion del punto isoeléctrico de los derivados modificados de
CALB. Teniendo en cuenta que las modificaciones quimicas con EDA y TNBS,
ocasionan un cambio en el balance de cargas sobre la superficie proteica de
CALB, se determiné el punto isoeléctrico de las preparaciones OC-CALB, OC-
CALB-EDA, OC-CALB-TNBS, OC-CALB-TNBS-EDA y OC-CALB-TNBS-EDA-
TNBS. En cada caso la enzima previamente modificada fue desorbida del soporte

de acuerdo con lo descrito en la seccion 3.5.

2.4.5.1 Desorcion de derivados de CALB modificados con EDA y TNBS del
soporte Octil-agarosa. 250 mg del derivado CALB (OC-CALB, OC-CALB-EDA,
OC-CALB-TNBS, OC-CALB-TNBS-EDA y OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS) fueron
incubados en 500 pL de triton X-100 al 1% (v/v) en buffer fosfato de sodio 25 mM
a pH 7 durante 1 h. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, la suspension
fue centrifugada a 10000 rpm y 4 °C; posteriormente, el sobrenadante conteniendo

la enzima separada del soporte fue recuperado y almacenado a 4 °C.
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2.4.5.2 Remocion de sales y tritdbn X-100 de las preparaciones solubles de
CALB modificadas con EDA y TNBS. Las preparaciones de CALB previamente
modificadas (con EDA y TNBS) y desorbidas fueron tratadas mediante el protocolo
sugerido por Wessel y Flugge, (1984), con el fin de remover las sales y el
detergente triton X-100. Una mezcla de 600 uL de metanol y 100 pL de cloroformo
fue adicionada a 200 pL de la respectiva preparacion soluble de CALB (CALB-
EDA, CALB-TNBS, CALB-TNBS-EDA y CALB-TNBS-EDA-TNBS). Posteriormente,
se mantuvieron en agitacion a 3000 rpm en vortex durante 30 min a 4 °C . Los
precipitados proteicos obtenidos correspondientes a las preparaciones
modificadas de CALB fueron resuspendidos en 40 pL de buffer de lisis (urea 7M,
tiourea 4M, CHAPS 4%, y anfolitos “portadores” al 1% en un rango de pH 3-10)
durante una hora a temperatura ambiente con agitacion constante. La
concentracién de proteina fue determinada usando el método de cuantificacion de
proteina DC de BIO-RAD (catalogo Bio-rad # 500-0119).

2.4.5.3 Electroforesis en dos dimensiones y tincion. La electroforesis en dos
dimensiones fue realizada en el laboratorio de protedémica del Centro Nacional de
Biotecnologia (CNB) en Madrid (Espafa), de acuerdo con el protocolo
estandarizado por dicho grupo de investigacién. Para ello, una alicuota de 10 ug
de cada muestra fue mezclada con buffer de rehidratacion (Urea 7M, thiourea 2M,
CHAPS 4%, anfolitos “portadores” pH 3-10 al 4%, DTT 10mM, solucion de
rehidratacion DeStreak 1.2%) hasta obtener un volumen final de 200 pL.
Posteriormente fue aplicada sobre tiras portadoras de un gradiente de pH 3-10
(IPG) de 11 cm (General Electric, Healthcare).

La primera dimension fue corrida a 0.075 mA/tira IPG en un isoelectroenfoque
IPGphor IEF System (GE Healthcare) siguiendo un programa que incremento el
voltaje de manera progresiva asi: 30 V/h por 8h, 60 V/h por 8H, 120 V/h por 1h,
250 V/h por 1h, 500 V/h por 1h, 1000V/h por 0:30h, gradiente lineal a 8000V en
0:30h, y 8000V/h hasta alcanzar 12000V/h.
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Después de la primera dimension, las tiras fueron equilibradas con tampén de
equilibrio SDS (Tris 50mM pH 8,8, urea 6M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (p/v), DTT
1% (p/v) y trazas de azul de bromofenol) por 10 minutos. Posteriormente, las tiras
fueron de nuevo equilibradas en buffer que contenia iodo-acetamida 4% (p/v)

durante diez minutos adicionales.

La segunda dimension (SDS-PAGE) fue llevada a cabo en geles hand-cast (1 mm,
8 cm x 7 cm) usando la cdmara de electroforesis criterion dodeca cell (BIO RAD).
1.2 pL del estandar de proteinas pretefiido Novex Sharp (Invitrogen) fueron
transferidos a 2mm de papel de filtro 3MM que fue puesto sobre el gel cerca del
extremo acido de cada tira IPG. Los geles fueron corridos aproximadamente a 20

mA por gel.

Posteriormente, los geles fueron tefidos con tincion SYPRO Ruby de Invitrogen:
fijacion en metanol 10%/ &cido acético 7% por 30 minutos, incubado en solucion
de tincion SYPRO Ruby toda la noche, lavado en metanol 10%/ acido acético 7%
dos veces por treinta minutos cada lavado, y finalmente, lavados con agua por 10

minutos.

2.4.5.4 Analisis de imagen de los geles obtenidos. Los geles tefiidos con
tincion SYPRO Ruby fueron escaneados en un fluorimetro modo imagen
TyphoonTM 9400 Variable (General Electric, Healthcare), equipado con un laser
de excitacion (verde) a 532 nm y un filtro de emisién a 610 nm con un ancho de
banda de 30 nm (SYPRO Ruby, ROX, EtBr) y resolucién de 100 pm. La
configuracion del tubo fotomultiplicador se modifico a 700 V para optimizar la

sensibilidad del equipo.
2.4.6 Determinacion del grado de hidrodlisis en la reaccibn de R y S-

mandelato de metilo mediante HPLC. El grado de hidrdlisis se analiz6 mediante

HPLC en fase reversa (Spectra Physic SP 100) acoplado a un detector UV
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(Spectra Physic SP 8450) y utilizando una columna Kromasil C18 (25 x 0.4 cm)
suministrada por Analisis Vinicos (Espafia). Cada ensayo se realizo por triplicado.
La fase movil fue una mezcla isocratica de acetonitrilo y buffer fosfato de amonio
100 mM en proporcién 25:75 a un flujo de 1,0 mL/min. La longitud de onda
empleada en el andlisis fue 230 nm. Los tiempos de retencion fueron los

siguientes: acido mandélico, 3.2 min y mandelato de metilo, 8 min.

La actividad especifica (AE) se defini6 como umol de sustrato hidrolizado por

minuto y por gramo de lipasa pura, y fue calculada mediante la siguiente ecuacion:

_ [5lew
.t

AE

Donde:
[S] = Concentracion de sustrato (mM) ; ¢ = grado de conversién ; v = volumen
de reaccion (mL) ; m = cantidad de derivado enzimatico (g) ; t = tiempo de

reaccion (min).

2.4.7 Determinacion del exceso enantiomérico (ee) y la Enantioselectividad
(E) de una reaccién irreversible. El acido mandélico formado (P) a partir de la
resolucion por separado de los enantiomeros del mandelato de metilo (entre 20-

30% de conversion) se analizdé por HPLC como se describi6 en la seccién 4.6.

La enantioselectividad (E) (parametro que describe la selectividad de una
resolucion= razén enantiomérica) se calculd a partir de la relacion entre las
velocidades aparentes de la reaccion enzimatica de hidrdlisis de cada uno de los
enantiomeros puros (R y S) bajo las mismas condiciones de reaccion realizadas

en simultaneo.

A diferentes tiempos se tomaron muestras de la hidrolisis enzimatica para

monitorear la concentracion de sustrato y de producto a lo largo de la reaccion.
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E= I:Hﬁ'u:'[t.-".KJ'F:i']H

—— R, enantiomero reactante mas rapido (Eq.3)
(Kear/Hagls

El grado de conversion C, se determiné por la siguiente ecuacion:

B=Paay

£ = St Py (Eq.4)

Donde P es el acido mandélico producido y S corresponde al sustrato inicial

(éster).

2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1 Estudio bioinformatico de accesibilidad de EDA y TNBS a los
aminoacidos de CALB susceptibles a modificacion quimica. La figura 19,
muestra el analisis de accesibilidad del medio de reaccién a los diferentes
residuos de acido aspartico (Asp), acido glutamico (Glu) y lisina (Lys), junto con el

carboxilo y el amino terminal para la CALB.

En su estructura 3D, CALB exhibe 14 residuos de Asp, 4 residuos de Glu y un
residuo de prolina (Pro) que corresponde al carboxilo terminal. Once residuos se
encuentran altamente expuestos al medio de reaccién, mientras que solo 4 se
encuentran completamente aislados del medio. Esto significa que posiblemente 15
grupos carboxilicos son accesibles a la modificacidon quimica con etilendiamina
(EDA).

La CALB tiene 9 residuos lisinicos y un residuo de Leucina (Leu) que corresponde
al amino terminal. Todos los residuos se encuentran completamente accesibles al
medio de reaccién y por lo tanto son susceptibles a la modificacion con TNBS.
Ademas, la enzima cuenta con 8 residuos de Arginina, que aportan grupos
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catidnicos que podrian no ser modificados por los agentes quimicos utilizados en

este estudio.

Figura 19. Andlisis de accesibilidad del solvente (ASA) para los diferentes
aminoéacidos de CALB (cédigo PDB 1TCA). A) El espiral muestra los residuos
aminoacidicos en orden de accesibilidad del solvente. Los residuos mas
accesibles se ubican en el exterior del espiral. El radio de los circulos soélidos
representa la accesibilidad relativa del solvente a cada aminoacido. B)
accesibilidad del disolvente a los residuos de CALB, con la secuencia de
aminodcidos dispuestos en el orden original de su archivo PDB. La longitud de la
barra represente la accesibilidad relativa ASA por unidad de area de superficie,

por lo que O y 1 corresponden a los residuos totalmente aislados y expuestos,

respectivamente.
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La figura 20, muestra los diferentes grupos que pueden ser modificados utilizando
EDA y TNBS en la proximidad del lid y del centro activo de la enzima. Entre ellos,
es importante sefialar el Asp-145 que hace parte del lid (GLY-PRO-LEU-ASP-

ALA), y que se encuentra a menos de 10 A° del residuo de Glu-294. Este ultimo
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grupo esta muy cerca de la Lys-308 y Arg-309. Por tanto, las modificaciones
guimicas utilizadas en este trabajo podrian alterar las interacciones quimicas en la
zona proxima al centro activo, quizas alterando el movimiento del lid y de esta
manera las propiedades bioquimicas de la lipasa. En un area diferente de la
proteina, el Asp-187, el Asp-223 y el Glu-188 se encuentran también muy cerca de
la regidn del lid, por lo que la modificacion puede afectar los movimientos del lid de

igual forma.

Figura 20. Modelo de estructura 3D de la superficie de CALB indicando los
residuos lisinicos, los &cidos carboxilicos y las argininas. La estructura de
superficie 3D fue modelada usando el visualizador Pymol 0.99. La estructura 3D

de CALB fue obtenida de Protein Data bank (PDB), codigo 1TCA.
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2.5.2 Inmovilizacion de CALB en el soporte OC y BrCN-agarosa. La CALB fue
inmovilizada mediante dos protocolos de inmovilizacion diferentes. Un
inmovilizacién incluyd su adsorcion sobre el soporte hidrofébico OC, y el otro su

inmovilizacion covalente sobre BrCN-agarosa.

2.5.2.1 Purificacion e Inmovilizacion de CALB en OC. La adsorcion de lipasas
sobre soportes hidrofébicos a baja fuerza i6nica constituye un eficiente método de
purificacién de este tipo de enzimas. La purificacion de la CALB se realizé a través

de la adsorcion del extracto comercial de la enzima sobre geles de octil-agarosa a
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baja fuerza i6nica, obteniéndose una inmovilizacion cuantitativa y rapida, tal como

se ha descrito en la literatura (Bastida et al., 1998).

En la figura 21 se muestra el perfil electroforético por SDS-PAGE de los extractos
crudos de CALB antes y después de su purificacion por cromatografia de
adsorcion interfacial sobre geles de octil-agarosa. Se puede observar que la CALB
se adsorbi6 de forma especifica sobre el soporte, presentdndose una banda
caracteristica de 33 KDa, la cual corresponde al PM de la CALB en su forma
monomérica (Kirk y Wurtz, 2002).

Figura 21. Electroforesis SDS-PAGE del preparado crudo y purificado de
CAL-B. carriles: 1. Marcador de peso molecular. 2. Extracto comercial. 3. CALB

purificada.
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Por otra parte, la adsorcién de lipasas sobre OC también es utilizada como una
estrategia de inmovilizaciébn. En la figura 22, se describe la cinética de
inmovilizacion d CALB sobre el soporte OC. Al cabo de una hora se observa un
95% de inmovilizacion de CALB, de acuerdo con las actividades enzimaticas en la
suspension y el sobrenadante. El 5% restante de actividad puede atribuirse a

esterasas presentes en el extracto comercial de la CALB.
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Figura 22. Curso de inmovilizacion de la CALB sobre soportes de Octil
agarosa. La actividad en la suspension y el sobrenadante fue determinada usando
como sustrato p-NPB (0.4 mM) a pH 7, 25 mM y 25°C. (e) suspension; (A)

sobrenadante.
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A partir de la figura 22 se determiné que durante el proceso de inmovilizacién se
presentd un aumento por un factor hasta de aproximadamente 1.5 veces la
actividad enzimatica en la hidrdlisis de p-NPB. Este efecto de hiperactivacion se
ha observado cuando las lipasas son activadas interfacialmente sobre soportes
hidrofébicos, y se explica por el hecho de que la lipasa ha desplazado el equilibrio
conformacional, fijando su forma abierta sobre la estructura hidrofébica (Bastida y
col., 1998).

2.5.2.2 Inmovilizacion de CALB en el soporte BrCN-agarosa. Para la
inmovilizaciéon de la CALB sobre el soporte agarosa activado con grupos bromuro
de Cianégeno (BrCN), la enzima fue previamente purificada por adsorcion

interfacial sobre el soporte OC, de acuerdo con lo descrito en el numeral 3.1.1.
La inmovilizacion de CALB sobre BrCN-agarosa se realizé a pH 7 y 4 °C. Bajo

estas condiciones, la enzima fue inmovilizada a través de la unién covalente uni-

puntual entre el grupo amino mas reactivo de la proteina (posiblemente el amino
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terminal) y el soporte. La figura 23, muestra el curso de inmovilizacion de CALB
sobre el soporte BrCN-agarosa. Transcurridos 120 minutos el rendimiento de
inmovilizacion de CALB fue del 57%, de acuerdo con las actividades enzimaticas
en la suspensién y el sobrenadante. La carga enzimética del derivado BrCN-CALB
fue de 1.2 mg de proteina/g soporte.

Figura 23. Curso de inmovilizacién de la CALB sobre el soporte de BrCN-
agarosa. La actividad en la suspensién y el sobrenadante fue determinada usando
como sustrato p-NPB (0.4 mM) a pH 7, 25 mM y 25°C. (e) suspension; (A)

sobrenadante.
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2.5.3 Estabilidad térmica y efecto del pH sobre la actividad enzimatica de los
derivados OC-CALB, BrCN-CALB. La figura 24a, muestra los cursos de
inactivacion térmica de las preparaciones de CALB soluble e inmovilizada por
adsorcion y por unién covalente de acuerdo con la metodologia descrita en el
numeral 3.3.1. Trascurridos 90 minutos de incubacion a 60°C, los derivados OC-
CALB y BrCN-CALB fueron mas estables que la enzima soluble en un 72 y 70%,
respectivamente. Los resultados sugieren que el derivado interfacialmente
adsorbido (OC-CALB) es mas estable que el derivado BrCN-CALB debido a que la
inmovilizacién en Octil agarosa estabiliza la forma abierta de la enzima, mientras

qgue la inmovilizacién sobre BrCN-agarosa se da mediante union covalente uni-
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puntual lo que permite una mayor flexibilidad de la estructura terciaria de la
enzima, muy similar a la de la enzima en forma soluble (Mateo y Col., 2005; Mateo
y Col., 2007; Fernandez-Lorente y Col., 2008; Rodrigues y Col., 2009;).

La figura 24B muestra el efecto del pH sobre la actividad de hidrélisis del p-NPB
de los derivados OC-CALB y BrCN-CALB, de acuerdo con la metodologia descrita
en el numeral 3.4. La CALB soluble y BrCN-CALB exhibieron la actividad maxima
en el rango de valores de pH entre pH 7 y pH 7.5, y se inactivaron por completo a
pH 10, mientras que el derivado OC-CALB present6 la actividad maxima en el

rango de pH 8.5-9 y conservé aproximadamente el 30% de la actividad a pH 10.

Las diferencias en el perfil pH/actividad (Figura 24b) de los derivados CALB se
debieron posiblemente a que en el derivado OC-CALB, el equilibrio
conformacional de la lipasa se desplazé fijando mayoritariamente la forma abierta
sobre el soporte, mientras que en el derivado BrCN-CALB, es posible que la
enzima se encontrara inmovilizada con una conformacion mayoritariamente
"cerrada” (aunque el lid no aisle por completo el centro activo de la enzima). Por lo
tanto, si el movimiento del lid era de algin modo mas restringido a valores de pH
alcalino que a valores de pH neutro, la inmovilizacion de CALB sobre BrCN arrojo
una forma menos activa de la enzima, que podria justificar las diferencias entre las

actividades de ambas preparaciones enziméaticas en valores de pH alcalino.
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Figura 24. Cursos de inactivacién térmica (A) y perfil pH/Actividad (B) para
los derivados de CALB. La inactivacién térmica (A) se realiz6 a pH 7 y 60°C,
usando como sustrato p-NPB 0.4 mM para determinar la actividad residual. (B) el
100% de actividad relativa es la actividad méaxima de cada preparacion. ( A)CALB;
(o) BrCN-CALB:; (m) OC-CALB.
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2.5.4 Efecto de la modificacion quimica con EDA y TNBS sobre la actividad
de CALB inmovilizada sobre OC y BrCN frente al p-NPB. Las condiciones de
modificacion descritas en la seccion de métodos experimentales, numeral 4.3,
permitieron modificar el 100% de los grupos amino primarios (10 grupos) y grupos

carboxilicos (15 residuos) expuestos.

La tabla 1 muestra los cambios en la actividad frente al p-NPB (a pH 7) de los
derivados OC-CALB y BrCN-CALB producidos por la modificacion quimica
secuencial con EDA y TNBS. Los resultados son diferentes dependiendo de la
preparacion de CALB inmovilizada y del agente modificante empleado. La
aminacion del derivado OC-CALB produjo un incremento en la actividad frente al
p-NPB de 40%, mientras que la modificacion con TNBS del mismo derivado

produjo una disminucién del 20% en la actividad frente p-NPB.

Usando el derivado BrCN-CALB, la modificacion quimica con EDA y con TNBS

produjo una disminucién dramatica en la actividad enzimatica frente al p-NPB,
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siendo mas significativo el efecto adverso cuando se us6 EDA (la actividad
decrecio alrededor del 50%) que cuando se utilizd TNBS (la actividad disminuyo6
40%).

Las diferencias generadas por la modificacion quimica con EDA o TNBS, segun
sea el derivado de CALB usado, pueden deberse a varias causas. Por ejemplo, es
posible que algunos grupos de CALB ubicados en un ambiente altamente
hidrofébico e implicados en la adsorcion de la enzima al soporte OC (como el Asp-
145, que se encuentra en el lid) no hayan sido modificados por el agente hidrofilico
(EDA), permitiendo una mayor recuperacion de la actividad enzimatica (Hernandez
y Fernandez-Lafuente, 2011; Hernandez, y col., 2011). Otra posibilidad, es que
mientras la lipasa adsorbida sobre OC, desplace y fije el lid estabilizando la
conformacion abierta, la CALB inmovilizada de manera covalente tiene el lid
completamente libre para moverse. Aunque el centro activo de CALB inmovilizado
en BrCN no esté completamente aislado del medio, es probable que después de la
modificacion quimica, algunos movimientos del lid se encuentren restringidos por
impedimentos estéricos de manera que el efecto final de la modificacion es una

disminucién en la actividad enzimética.

La posterior modificacion con EDA de los derivados OC-CALB-TNBS y BrCN-
CALB-TNBS, altera el balance de cargas sobre la superficie enzimatica al cambiar
grupos aniénicos (grupos carboxilos ionizados) por grupos catidénicos (grupos
amino ionizados), ocasionando probablemente un cambio conformacional en la
enzima. En este sentido, la aminacion del derivado OC-CALB-TNBS incremento la
actividad enzimatica del nuevo derivado OC-CALB-TNBS-EDA en la hidrdlisis del
pNPB en un 15% y 30% en comparacion con los derivados OC-CALB y OC-CALB-

TNBS, respectivamente.

El efecto final de la modificacion con EDA fue diferente cuando se utilizd el
derivado BrCN-CALB-TNBS. La actividad del nuevo derivado BrCN-CALB-TNBS-
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EDA frente al pNPB disminuy6 41% y 5% con relacién a los derivados BrCN-CALB
y BrCN-CALB-TNBS, respectivamente (tabla 1). La disminucién en la actividad de
los derivados de CALB inmovilizados de forma covalente con EDA se debieron
posiblemente a que la modificacion pudo haber cambiado algunas interacciones
electrostaticas existentes entre el lid y el area del centro activo de la proteina, por
fuerzas de repulsion. Por ejemplo, es posible que la aminacién de los residuos
Asp-145 y Glu-294, o la modificacion con TNBS del residuo de Lys-308 haya
ocasionado algun efecto sobre el movimiento del lid.

Los derivados OC-CALB-TNBS-EDA y BrCN-CALB-TNBS-EDA fueron
modificados con TNBS. La modificacion puede ocasionar un incremento en la
hidrofobicidad de la enzima, ya que implica la introduccién de 15 grupos
trinitrobencil mas (25 grupos TNBS en total) sobre la superficie de CALB. Los
resultados obtenidos sefialan que el derivado OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS fue
30% y 60% menos activo en la hidrolisis de pNPB que los derivados OC-CALB y
OC-CALB-TNBS-EDA, respectivamente. Por su parte, la modificacion del derivado
de CALB inmovilizado de manera covalente BrCN-CALB-TNBS-EDA no afect6 de

forma significativa la actividad enzimatica frente a pNPB del nuevo derivado.

Las diferencias de actividad encontradas entre los derivados OC-CALB-TNBS-
EDA-TNBS y BrCN-CALB-TNBS-EDA-TNBS se deben posiblemente a que
mientras en el derivado inmovilizado por adsorcion interfacial la modificacion con
TNBS ocasiondé cambios en las interacciones existentes entre los residuos Asp-
167, Glu-223 y Glu-188 alterando desfavorablemente la forma del centro activo, en
el derivado inmovilizado covalentemente es probable que la modificacion no haya

tocado los residuos anteriormente mencionados.
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Tabla 1. Actividad relativa de los diferentes derivados de CALB modificados
con TNBS y EDA en la hidrolisis de pNPB (0.4 mM) a pH 7 y 25°C. 100%
corresponde a la actividad relativa del derivado de CALB no modificado. Los
experimentos se realizaron de acuerdo a lo descrito en la seccion métodos

analiticos, numeral 4.2.

ACTIVIDAD RELATIVA
CALB-
DERIVADO CALB- CALB-
CALB CALB-EDA TNBS-
TNBS TNBS-EDA
EDA-TNBS
oC 100 140 + 3 834 1155 70+2
BrCN 100 49+ 2 63+3 59+2 58+1

Considerando que los derivados de OC-CALB modificados con TNBS y EDA
retuvieron el mayor porcentaje de su actividad enzimatica, y ademas, exhibieron
una mayor estabilidad en comparacion con los derivados modificados de BrCN-
CALB, los estudios que se describen a continuacion se realizaron solo con los
derivados de OC-CALB.

2.5.5 Efecto del pH sobre la actividad hidrolitica de los derivados OC-CALB
modificados con TNBS y EDA frente al p-NPB. La figura 25 muestra el efecto
del pH sobre la actividad de los 5 derivados de OC-CALB modificados con EDA y
TNBS. Sobresalen las diferencias en el valor del pH 6ptimo entre el derivado OC-
CALB-EDA que exhibié la maxima actividad a pH 7 y el derivado no modificado

OC-CALB que presento la maxima actividad a pH 9.

El derivado OC-CALB-EDA presentd mayor actividad en todo el rango de pH
estudiado ( rango de pH 5-10) en comparacion con el derivado no modificado. El
derivado OC-CALB-EDA, presentd un marcado efecto de hiperactivacion, con

respecto al derivado no modificado a valores de pH entre pH 5y pH 7. Por
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ejemplo, a pH 5 y pH 6, la actividad de OC-CALB-EDA se incrementé 180% y
170% en comparacion con la actividad del derivado OC-CALB frente al pNPB
(Figura 25). Sin embargo, a pH 10, donde la enzima no modificada disminuyo su
actividad un 65%, el derivado OC-CALB-EDA retuvo el 44% de la actividad
maxima exhibida a pH 7.

El derivado OC-CALB-TNBS-EDA, a pH 5, incrementdé en un 60% la actividad
enzimatica en comparacion con la enzima no modificada. En el rango de pH entre
pH 7 y pH 9 este incremento estuvo entre el 10% y 15% en comparaciéon con OC-
CALB, y entre 30% y 40% cuando se comparé con el derivado OC-CALB-TNBS. A
pH 10, el derivado OC-CALB-TNBS-EDA fue menos activo que OC-CALB-EDA y
OC-CALB, reteniendo tan solo el 20% de su actividad maxima.

El incremento en la actividad enzimatica de los derivados OC-CALB-EDA y OC-
CALB-TNBS-EDA frente a la hidrdlisis de pNPB en el rango de pH 5 a pH 8 en
comparacion con el derivado no modificado OC-CALB, se debi6 posiblemente a
que el tratamiento con EDA generd una conformacién estructural de la enzima
mas favorable al modificar los residuos Asp-187, Asp-223 y el Glu-188 (figura 20)
gue se encuentran muy cerca de la region del lid, afectando los movimientos del
mismo y cambiando la forma exacta del centro activo. Sin embargo, a valores de
pH 9 y 10, es posible que la actividad haya disminuido en comparacion con OC-
CALB debido a que los nuevos grupos amino introducidos sobre la superficie
enzimatica se encuentran desprotonados -tienen un valor de pK de 9.2-
ocasionando la pérdida de interacciones electrostaticas que mantenian una
conformacion mas activa (Rodrigues y col., 2009; Cabrera y col., 2009; Diaz-
Rodriguez y Davis, 2010).

El derivado OC-CALB-TNBS present6 una actividad muy similar al derivado no

modificado OC-CALB en el rango de valores de pH estudiados (rango de pH 5-7).
Las diferencias mas notables se encontraron a pH 7, en donde el derivado OC-
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CALB-TNBS disminuyd la actividad enzimatica un 20% frente al pNPB, con
respecto al derivado OC-CALB. A pH 10, el derivado OC-CALB retiene cerca del
30% de su actividad mientras que OC-CALB-TNBS se inactivo por completo.

Finalmente, el derivado OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS fue entre 20% y 30%
menos activo que el derivado OC-CALB-TNBS-EDA, en todo el rango de pH
estudiado. Estos resultados reafirman que la modificacion con TNBS caus6 un
efecto negativo sobre la actividad de CALB, debido probablemente a que con la
introduccién de los grupos trinitrobencil se rompieron interacciones electrostéaticas

importantes para el mantenimiento de una conformacion de la enzima mas activa.

Figura 25. Influencia del valor del pH sobre la actividad de los diferentes
derivados modificados de OC-CALB. Los experimentos se realizaron a 25 °C,
usando p-NPB 0.4 mM como sustrato, de acuerdo a lo descrito en la seccién de
materiales y métodos. 100 unidades relativas corresponden a la actividad del
derivado no modificado OC-CALB a pH 7. (o) OC-CALB (A) OC-CALB-EDA; (»)
OC-CALB-TNBS (m) OC-CALB-TNBS-EDA; (e¢) OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS.
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2.5.6 Estabilidad de los derivados de OC-CALB modificados con TNBS y
EDA

2.5.6.1 Efecto de las modificaciones quimicas con EDA y TNBS sobre la
estabilidad térmica de los derivados de OC-CALB. La tabla 2 muestra los
tiempos de vida media de los derivados de OC-CALB modificados con TNBS y
EDA, bajo diferentes condiciones de inactivacion. Las inactivaciones térmicas
realizadas sobre el derivado OC-CALB a pH 5, pH 7 y pH 9, mostraron que la
enzima no modificada es altamente estable a pH 5, mientras que a pH 9 su tiempo
de vida media fue corto, incluso a una temperatura mas baja (50 °C a pH 9y 60 °C
apH5ypH?7).

La modificacion con EDA produjo una disminucion en la estabilidad de CALB en
los valores estudiados de pH 5, 7y 9. A pH 7, la estabilidad decrecié en un factor
de 5 en comparacién con el derivado OC-CALB, mientras que a valores de pH 5y

9 disminuyeron en un factor de 1.35 y 1.4, respectivamente.

La modificacién con TNBS redujo la estabilidad del derivado OC-CALB a pH 5 en
un factor de 2 y a pH 7 en un factor de 1.6. Sin embargo, a pH 9 esta modificacion
incrementd la estabilidad de OC-CALB por un factor de 1.4. Comparando la
estabilidad del derivado modificado con EDA (OC-CALB-EDA) con el derivado OC-
CALB-TNBS, la modificacion quimica Unicamente con TNBS produjo derivados

menos estables a pH 5.

El derivado OC-CALB-TNBS-EDA fue menos estable que el derivado OC-CALB-
TNBS apH 7y pH 9, en un 28% y 52%, respectivamente. Sin embargo, a pH 5, el
derivado OC-CALB-TNBS-EDA fue 28% mas estable que OC-CALB. Por su parte,
el derivado OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS fue el biocatalizador menos estable bajo
las condiciones estudiadas. Esto sugiere que el aumento en la hidrofobicidad de la

superficie de CALB ocasionada por la modificacion con TNBS, produce un efecto
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desestabilizante sobre la enzima debido probablemente a que con la introduccion
de los grupos trinitrobencil se rompieron interacciones electrostaticas que
contribuian en la estabilidad de la estructura 3D de la enzima (Ueji y col., 2003;

Rodrigues y col., 2011).

La estabilidad de los derivados OC-CALB, OC-CALB-EDA, OC-CALB-TNBS, OC-
CALB-TNBS-EDA y OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS fue evaluada de forma similar a
37°C. En este caso, todos los derivados de OC-CALB modificados mantuvieron

cerca del 95% de sus actividades después de una semana de incubacion.

Tabla 2. Tiempos de vida media (horas) de los diferentes derivados
modificados de OC-CALB bajo diferentes condiciones de inactivacion
térmica. Los experimentos se realizaron de acuerdo a lo descrito en la seccion de

métodos experimentales, numeral 3.3.1.

Tiempo de vida media (h)
DERIVADO

pH 5, 60°C pH 7, 60°C pH 9, 50°C

OC-CALB 5+0.15 4+0.15 3.8+£0.15

OC-CALB-EDA 3.5+0.15 0.8+0.1 2.8+0.2
OC-CALB-TNBS 25+0.1 25+0.15 5.3+0.22
OC-CALB-TNBS-EDA 3.2+0.15 1.8+0.1 25+0.1

OC-CALB-TNBS-EDA-
1.5+0.1 0.6£0.1 1 +£0.15
TNBS

2.5.6.2 Estabilidad de los diferentes derivados modificados de OC-CALB en
presencia de dioxano 50% (v/v). La estabilidad de los derivados modificados de
CALB fue evaluada en presencia de una mezcla de 50% (v/v) de dioxano/ buffer
Tris-HCI 100mM a valores de pH 5, 7 y 9 a 60°C, de acuerdo con lo descrito en la

seccidon de métodos experimentales, numeral 3.3.2.
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Los resultados presentados en la tabla 3 muestran que las modificaciones
guimicas produjeron un decrecimiento en la estabilidad de los diferentes derivados
de CALB modificados con EDA y TNBS. En general, los tiempos de vida media de
estos derivados se redujeron (sin exceder en un factor de 2) en comparacion con
el derivado no modificado OC-CALB. Las excepciones fueron el derivado OC-
CALB-TNBS que fue 1.5 veces mas estable a pH 7 y el derivado OC-CALB-TNBS-

EDA que fue 1.6 veces mas estable a pH 9.

De nuevo, el punto mas relevante es que a pesar de las multiples modificaciones
guimicas realizadas sobre la superficie de CALB, los derivados obtenidos
retuvieron niveles aceptables (superiores a 50%) de estabilidad en presencia de
dioxano. Los derivados de OC-CALB modificados con EDA y TNBS, fueron
incubados a valores de pH 5, 7 y 9 a 25°C por una semana. Las actividades
residuales de todas las preparaciones fueron superiores al 90%, destacando la
elevada estabilidad a temperatura ambiente de los derivados de OC-CALB

modificados.

Es posible que los efectos causados por las modificaciones quimicas sobre la
estabilidad del derivado OC-CALB, se deban a que las modificaciones quimicas
ocasionaron cambios drasticos en las interacciones entre los residuos que se
encuentran sobre la superficie de la CALB y el microambiente que rodea la

enzima.

Tabla 3. Tiempos de vida media (horas) de los diferentes derivados
modificados de OC-CALB en presencia de Dioxano 50% (v/v) a diferentes
valores de pH. Los experimentos se realizaron de acuerdo a lo descrito en la

seccion de métodos experimentales, numeral 3.3.2.

Tiempo de Vida Media (h)
DERIVADO
pH 5, 45°C pH 7, 45°C pH 9, 45°C
OC-CALB 2+0.15 4.8+0.15 1.8+0.12
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OC-CALB-EDA 1.5+0.05 3.5£0.15 1+0.07
OC-CALB-TNBS 1.8+0.1 55+0.25 1+0.05
OC-CALB-TNBS-EDA 09zx0.1 28+0.1 3+0.15
OC-CALB-TNBS-
+ + +
EDA-TNBS 15+0.1 25+0.15 2.5+ 0.15

2.5.6.3 Estudio de la fuerza de adsorcion de la enzima modificada sobre el
soporte. Teniendo en cuenta que la modificacion con TNBS produjo un
incremento en la hidrofobicidad de la superficie de la CALB alterando la fuerza de
adsorcion de la enzima sobre el soporte octil-agarosa, se estudio el efecto de la

modificacion quimica sobre la fuerza de adsorcion de la enzima en el soporte.

La figura 26 muestra que la desorcion de CALB del derivado OC-CALB-EDA
requirio bajos porcentajes de triton X-100, mientras que en el derivado OC-CALB-
TNBS, se requirieron altas concentraciones del detergente. La explicacion para
este efecto, puede ser mucho mas compleja que soOlo el aumento en la
hidrofobicidad de la superficie de CALB. Por ejemplo, el derivado OC-CALB-
TNBS-EDA-TNBS es mas hidrofébico que el derivado OC-CALB-TNBS. Sin
embargo, la curva de desorcion de la enzima del soporte fue similar para ambos

derivados.

En el caso de los derivados OC-CALB-TNBS y OC-CALB-TNBS-EDA, se
esperaria un perfil similar de desorcion de la enzima (del soporte) debido a que la
aminacion del derivado OC-CALB-TNBS no afectaria la hidrofobicidad de la
superficie proteica a pH 7. Sin embargo, los resultados obtenidos no coincidieron
con esta tendencia. La desorcion de CALB del derivado OC-CALB-TNBS-EDA
requirid una concentracion notablemente mas baja de detergente (tritdbn X-100 al
0.7% v/v) que la requerida para separar la enzima del derivado OC-CALB-TNBS
(triton x-100 al 1.5 % v/v). Para eliminar el posible efecto de que la modificacion
con EDA hubiese afectado al soporte octil-agarosa, el soporte fue incubado en
presencia de EDC 10 mM y EDA 1 M y posteriormente utilizado para la
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inmovilizacién de CALB. El perfil de desorcién de la enzima inmovilizada sobre el
soporte tratado con EDC y EDA no presenté diferencias significativas en
comparacion con la desorcion de CALB del derivado OC-CALB, lo que sugiere que
las diferencias en el perfil de desorcion de CALB en los derivados OC-CALB-
TNBS y OC-CALB-TNBS-EDA fueron consecuencia directa de la modificacion
qguimica de la enzima, y no del soporte. Resultados similares a los obtenidos han
sido publicados en la literatura. Por ejemplo, la lipasa de Themomyces
lanuginosus modificada con EDA requirié una concentracién mayor de detergente
para liberarse del soporte que el derivado no modificado de la misma enzima
(Galvis y Col., 2012).

En todos los casos, las preparaciones modificadas de CALB mantuvieron una alta
afinidad de la enzima por el soporte Octil-agarosa. Inclusive, a pesar que el lid de
CALB es pequefio en comparacion con otras lipasas de origen microbiano (Verger,
R., 1997; Jaeger y Reetz, 1998; Fernandez-Lorente y Col., 2008) Estos resultados
confirman la efectividad del soporte octil-agarosa para inmovilizaciones
reversibles de CALB.

Figura 26. Perfil de desorcién de las preparaciones modificadas de CALB del
soporte Octil-agarosa. Los derivados de CALB fueron incubados en
concentraciones crecientes de triton X-100, como se describe en el numeral 3.5.
(o) OC-CALB (A) OC-CALB-EDA; () OC-CALB-TNBS (m) OC-CALB-TNBS-EDA;
(o) OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS.
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2.5.7 Estudios electroforéticos de los diferentes derivados modificados de
CALB. La inmovilizacion reversible de CALB sobre OC evita probables pérdidas
de actividad por las condiciones de reaccidon de cada modificacion quimica;
permite desorber del soporte las moléculas de enzima modificadas utilizando un
detergente; y permite la caracterizacibn de las mismas mediante técnicas

convencionales.

La figura 27 muestra la electroforesis nativa de los diferentes derivados
modificados de CALB. Se aprecia que solo fue posible visualizar los derivados
OC-CALB y OC-CALB-TNBS.

Teniendo en cuenta que en este tipo de electroforesis, las proteinas migran en
razén a su relacion carga/masa, es posible que la modificacion con EDA de los
derivados de OC-CALB haya alterado el punto isoeléctrico de la enzima por
encima del pH del buffer de corrida (pH 8) y por lo tanto no aparezcan en el gel.
Este comportamiento era esperado, debido a que la modificacion de CALB con

EDA incrementa la densidad de cargas positivas sobre la superficie de la enzima,
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lo cual a su vez ocasiona un decrecimiento drastico de los grupos anidnicos

externos de la lipasa (Fernandez-Lafuente y Col., 1998; Rodrigues y Col., 2011)

Figura 27. Electroforesis nativa de los diferentes derivados modificados de
CALB. Carril 1: CALB; carril 2: CALB-EDA; carril 3: CALB-TNBS; carril 4: CALB-
TNBS-EDA; carril 5: CALB-TNBS-EDA-TNBS.

CALB mmp

1 2 3 4 5

Los resultados de la electroforesis nativa, fueron confirmados determinando los
puntos isoeléctricos (pl) de las 5 preparaciones a través de una electroforesis en 2
dimensiones (Tabla 4). Los resultados obtenidos muestran que la modificacion de
CALB con TNBS (CALB-TNBS) no afect6 el punto isoeléctrico de la enzima (pl=
5.8-5.9), mientras que la modificacion con EDA (CALB-EDA), ocasion6 un cambio

notable en el punto isoeléctrico de la CALB (pl>11).

Por su parte, los derivados CALB-TNBS-EDA y CALB-TNBS-EDA-TNBS tienen un
punto isoeléctrico mayor que la enzima no modificada. Los resultados obtenidos
se deben probablemente a la formacion de aminas secundarias con un valor de
pKa mas bajo que los pKa de las lisinas y de los nuevos grupos amino

introducidos (Fernandez-Lafuente y Col., 1998).

Tabla 4. Puntos isoeléctricos de las diferentes preparaciones modificadas de
CALB. Los experimentos se realizaron de acuerdo a lo descrito en la seccion

de materiales y métodos.

DERIVADO PUNTO ISOELECTRICO
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CALB 5.8-5.9
CALB-TNBS 5.8-5.9
CALB-EDA >11"
CALB-TNBS-EDA 8.8-8.9
CALB-TNBS-EDA-TNBS 8.6 —8.7

* Los geles utilizados permitian identificar el pl en el intervalo de pH 4-pH 11.

2.5.8 Especificidad y enantioselectividad de los derivados de OC-CALB
modificados con EDAy TNBS

2.5.8.1 Efecto de las modificaciones quimicas sobre la especificidad de los
derivados de OC-CALB en la hidrolisis del mandelato de metilo. Las
modificaciones quimicas realizadas sobre el derivado OC-CALB permitieron
desarrollar una pequefa libreria de biocatalizadores, en algunos casos con una
leve hiperactivacion frente a un sustrato sintético como el p-NPB y una ligera
estabilizacion bajo ciertas condiciones experimentales. Sin embargo, diferentes
estudios encontrados en la literatura (Cabrera y col., 2009; Rodrigues y col., 2011;
Galvis y col., 2012) sefalan que la modificacion quimica de lipasas es una
poderosa herramienta que permite alterar la especificidad de la enzima. Por esta
razon, se evalud la actividad de los derivados modificados de OC-CALB en la
hidrélisis del R-mandelato de metilo, sustrato de estructura quimica mas compleja
en comparacion con el p-NPB.

La tabla 5 muestra el comportamiento de los diferentes derivados de OC-CALB en

la hidrdlisis del R-mandelato de metilo a valores de pH 5, 7y 9.

Tabla 5. Actividad de las diferentes preparaciones de OC-CALB en la
hidrélisis del R-Mandelato de metilo, 10 mM a pH 7 y 25°C. Los experimentos
fueron realizados de acuerdo a lo descrito en la seccion métodos

experimentales, numeral 3.6.
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_ _ Actividad Enzimética®
Biocatalizador
pH5 pH 7 pH 9
OC-CALB 448 +1 484+ 1 11.6 £05
OC-CALB-EDA 226+ 05 30615 91+05
OC-CALB-TNBS 71.3+x1 33.3+1 109+ 0.5
OC'CAELSATNBS' 252+ 1 29.8+1 11.2+0.5
OC-CALB-TNBS-
EDA-TNBS 258+ 0.5 27.5+0.5 11+ 0.5

 La Actividad se defini6 como pumol/g piocatalizador/MiN Usando como sustrato R-

mandelato de metilo (10mM).

En la tabla 5, sobresale el derivado OC-CALB por ser el mas activo a pH 7
(48U/g) en comparacion con los derivados modificados de OC-CALB. Sin
embargo, el cambio en el valor de pH del medio de reaccion ocasioné una
disminucion en la actividad de este derivado. A pH 5, su actividad disminuyo
levemente en un factor de 1.1, mientras que a pH 9 decreci6 4 veces con respecto
a la actividad a pH 7.

El comportamiento del derivado OC-CALB, fue totalmente diferente cuando se
empledé como sustrato el p-NPB (ver figura 25), en donde exhibié su maxima
actividad a pH 9. Este cambio en el perfil pH/Actividad de la enzima, es
consecuencia de la naturaleza quimica del sustrato. Mientras el p-NPB es un
sustrato neutro, el R-mandelato de metilo tiene un grupo ionizable. Por tanto, la
conformacion “éptima” que adopte la enzima a un valor de pH dado, sera diferente
cuando se use p-NPB o se emplee como sustrato el R-mandelato de metilo. Esto
se vera reflejado en un cambio evidente en la especificidad de la enzima hacia uno

u otro sustrato (Barbosay col., 2012).
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Por ejemplo, el derivado OC-CALB-EDA es menos activo frente al R-mandelato de
metilo a los 3 valores de pH estudiados, en comparaciéon con la enzima no
modificada. Estos resultados contrastan con la alta actividad exhibida por este

derivado frente al p-NPB, principalmente a valores de pH &cidos.

El derivado OC-CALB-TNBS que no mostr6 cambios drasticos en su actividad
frente al p-NPB a los valores de pH estudiados, increment6 su actividad a pH 5 en
un 160% cuando se empledé como sustrato el R-mandelato de metilo. A pH 7
disminuy6 su actividad 1.45 veces, mientras que a pH 9 la actividad no sufrié

ningun cambio significativo.

La aminacion del derivado OC-CALB-TNBS produjo un decrecimiento significativo
de la actividad frente al R-mandelato de metilo a pH 5 (alrededor de un factor de 3)
con respecto a este mismo derivado no aminado. A pH 7, sufri6 una leve
disminucion de la actividad, mientras que a pH 9, el efecto de la modificacion con
EDA fue despreciable. Ademas, esta preparacion fue menos activa que el
derivado de CALB sin modificar excepto a pH 9. La alteracion adicional con TNBS
(OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS) no caus6 un efecto significativo sobre la actividad

enzimatica frente a este sustrato.

Por lo tanto, los resultados obtenidos mostraron que diferentes derivados
modificados de la misma lipasa presentan distinta actividad frente a un mismo
sustrato; y, un mismo derivado presenta diferente actividad frente a distintos
sustratos. Ademas, el efecto del pH sobre la actividad catalitica de las lipasas

también es diferente dependiendo del derivado inmovilizado utilizado.

2.5.8.2 Enantioselectividad de los diferentes derivados de CAL-B catalizando
la hidrolisis de R y S-mandelato de metilo. La propiedad catalitica mas
interesante de las lipasas es la enantioselectividad (E) frente a sustratos quirales.

En este caso, se analizO el efecto de la modificacion quimica sobre la
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enantioselectividad de los derivados de CALB en la hidrélisis del R y S mandelato

de metilo bajo diferentes condiciones de reaccion.

Estudios previos realizados en nuestro grupo de investigacion (Escorcia y col.,
2011), han confirmado que esta reaccion sigue una cinética de primer orden
(hasta una concentracion maxima del éster de 100 mM). Por lo tanto, la
enantioselectividad (E) de los diferentes derivados modificados de CALB puede
ser determinada como la razon entre la velocidad de reaccion del enantiomero R

con la velocidad del enantiomero S.

Bajo las condiciones de estudio a pH 5, 7 y 9 a 25°C (Tabla 6), todos los derivados
modificados de la CALB presentaron una preferencia estereoquimica sobre el
enantiomero R.

Los valores de E para cada derivado (tabla 6) variaron en muchos casos de forma
dramatica, con el cambio de pH del medio de reaccion. Por ejemplo, el derivado
OC-CALB exhibio su valor maximo de enantioselectividad a pH 7 (E=25.5); a pH 9,
el valor E disminuyé en un factor de 2.9 veces (E= 8.9) y a pH 5 decrecié

aproximadamente 2.2 veces (E=11.2).

La aminacion produjo un incremento en la enantioselectividad del derivado OC-
CALB-EDA a pH 7 (E=35.6) y a pH 9 (E=11.4) con respecto al derivado no
modificado OC-CALB. Sin embargo, a pH 5 el valor E disminuyé en un factor de
1.5 veces (E=7.3). En este punto, es importante resaltar, el valor E de 35.6 del
derivado a pH 7, constituyendo la preparacion mas enantioselectiva encontrada en
este estudio. El resultado sugiere que la modificacion con EDA causO una
disminucién en la actividad del derivado OC-CALB-EDA frente al enantiomero S a
pH 5.

La modificacion quimica con TNBS produjo un aumento en la enantioselectividad
del derivado OC-CALB-TNBS a pH 5 de 1.4 veces (E=16.2) y a pH 9 de 1.7 veces

90



(E=15.2) con respecto al derivado no modificado. Por su parte, a pH 7 (E=22), no

se registro alteracion en el valor de E en comparacién con el derivado OC-CALB.

La aminacion adicional del derivado OC-CALB-TNBS, ocasioné que el derivado
OC-CALB-TNBS-EDA fuera 7.6 veces menos enantioselectivo a pH 5, que el
derivado OC-CALB. A pH 9, la preparacion modificada fue 1.4 veces mas
enantioselectiva que la CALB. Sin embargo, a pH 7, la modificacidbn quimica no

afecto el valor de E del derivado modificado.

OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS

enantioselectividad similar a su derivado precursor (OC-CALB-TNBS-EDA) en los

Por su parte, el derivado exhibié una
3 valores de pH estudiados. Este comportamiento es interesante si se considera el
cambio dréstico que sufre la naturaleza quimica de la superficie enziméatica como

consecuencia del aumento de la hidrofobicidad.

Por lo tanto, las modificaciones quimicas realizadas sobre la superficie de CALB,
produjeron importantes cambios en la enantioselectividad de la enzima bajo
diferentes condiciones experimentales. En este sentido, es de resaltar los valores
aceptables de enantioselectividad que exhibieron los derivados OC-CALB-TNBS a
pH 5 (E=16.2) y a pH 9 (E=15.2), y de OC-CALB-EDA a pH 7 (E=35.6).

Tabla 6. Enantioselectividad de los derivados modificados de CALB en la
hidrélisis del Ry S-mandelato de metilo 10 mM, bajo diferentes condiciones
experimentales. Los experimentos fueron realizados de acuerdo a lo descrito en

la seccion de materiales y métodos

pH 5 pH 7 pH9
Biocatalizador | Epantio. Enantio- Enantio-
Ea Ea Ea
preferencia preferencia preferencia
OC-CALB R 11.240.15 R 255+0.2 R 8.9+0.1
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OC-CAL-EDA R 7301 R 356+0.2 R 114 +0.1
OC-CALB-
TNBS R 16.2+0.2 R 222+0.2 R 15.2+0.1
OC-CALB-
TNBS-EDA R 76+0.1 R 27 +0.25 R 124+ 0.1
OC-CALB-
TNBS-EDA- R 6.1+0.1 R 27.5+0.15 R 12.2+0.1
TNBS

2 El valor E se determin6é como la razén: Actividad frente a R-mandelato de metilo /

Actividad frente a S-metil mandelato.

2.6 CONCLUSIONES

A modo de resumen del presente capitulo se presentan las siguientes

conclusiones:

e El efecto final de la modificacion de la superficie enzimatica de la CALB con
EDA y TNBS es significativamente dependiente del protocolo de inmovilizacion
utilizado y de la regién proteica de la enzima involucrada en la inmovilizacion.
Los derivados de CALB inmovilizados por adsorcion interfacial sobre Octil-
agarosa (OC-CALB), y modificados posteriormente con EDA y TNBS fueron
mas activos frente al pNPB que los derivados BrCN-CALB modificados en las
mismas condiciones experimentales. Por ejemplo, la modificacién con EDA del
derivado OC-CALB produjo un incremento en la actividad frente al p-NPB de
40%, mientras que la aminacion de BrCN-CALB ocasiond una disminucion de
51%.

e Las propiedades biocataliticas exhibidas por los derivados de OC-CALB
modificados con EDA y TNBS son diferentes dependiendo del agente
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modificante empleado. Asi, la aminacién de OC-CALB produjo un incremento
de 40% en la actividad frente al pNPB, mientras que el tratamiento de OC-
CALB con TNBS ocasiono una disminucion en la actividad pNPB del 17%, en

comparacion con el derivado no modificado.

La modificacién quimica del derivado BrCN-CALB con EDA y con TNBS
produjo una disminucidon dramatica en la actividad enzimatica frente al p-NPB,
siendo mas significativo el efecto adverso cuando se usé EDA (la actividad
decrecio alrededor del 50%) que cuando se utilizd TNBS (la actividad

disminuy6 40%).

Las modificaciones quimicas con EDA y TNBS del derivado OC-CALB,
ocasionaron cambios en la estabilidad térmica de la enzima a diferentes
valores de pH. Por ejemplo, a pH 5, la aminacion generd un incremento en la
estabilidad del derivado OC-CALB-EDA, mientras que a pH 9, el efecto positivo

en la estabilidad lo gener6 la modificacion con TNBS.

Las modificaciones quimicas secuenciales del derivado OC-CALB con EDA y
TNBS permitieron obtener biocatalizadores con diferente especificidad en la
hidrolisis de R-mandelato de metilo, a valores de pH 5, 7 y 9. Sobresalen las
actividades mostradas por el derivado OC-CAL-TNBS a pH 5 (71.3 u/g piocat),
pH 7 (33.3 U/g piocat) Y por OC-CALB-TNBS-EDA a pH 9 (11.2 U/g piocat)-

Las modificaciones quimicas realizadas sobre la superficie de CALB,
produjeron importantes cambios en la enantioselectividad de los derivados
modificados de OC-CALB en la hidrolisis del R y S-mandelato de metilo bajo
diferentes valores de pH. Es de resaltar la enantioselectividad que exhibieron
los derivados OA-CALB-TNBS a pH 5 (E=16.2) y a pH 9 (E=15.2) y OC-CALB-
EDA a pH 7 (E=35.6).
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La introduccién de grupos amino y grupos hidrofébicos trinitro-bencil sobre la
superficie proteica de CALB permitio alterar las propiedades biocataliticas de la
lipasa. Ademas, la modificacién de CALB en fase sélida con EDA y TNBS es

una poderosa herramienta para alterar las propiedades biocataliticas de la

enzima.
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3. MODULACION DE LAS PROPIEDADES BIOCATALITICAS DE CALB
MEDIANTE MODIFICACION DE LA DENSIDAD DE CARGA SUPERFICIAL

3.1 INTRODUCCION

De acuerdo con lo descrito en el capitulo 1, la aminacion de la superficie
enzimética con etilendiamina (EDA) es una modificacion que permite alterar las
propiedades biocataliticas de las enzimas: actividad, enantioselectividad vy
estabilidad, al propiciar la formacién de un mayor nimero de enlaces covalentes
intramoleculares e intermoleculares entre los grupos amino introducidos en la

enzima con diferentes grupos electrofilicos (Galvis y col., 2012; Ruiz y Col., 2012).

Para el caso de las lipasas, es posible que la aminacion transforme interacciones
negativas en positivas, ayudando a estabilizar la forma abierta o cerrada de la
lipasa, o modificando la forma exacta del centro activo al alterar las interacciones
que lo determinan. Los resultados previamente obtenidos, muestran que la
modificacion del 100 % de los grupos carboxilo expuestos en la superficie de la
CALB ocasion6 un efecto sobre la actividad, estabilidad y especificidad de la
enzima a diferentes valores de pH. Por lo tanto, se propuso evaluar el efecto
ocasionado por la modificacion parcial de los residuos de &cido aspartico y

glutamico de la CALB con EDA sobre las propiedades biocataliticas de la lipasa.

Las modificaciones parciales (10% y 50%) de los residuos de acido aspartico y
acido glutamico de CALB con EDA, pueden generar la aparicion de nuevas
interacciones electrostaticas en la forma abierta o la forma cerrada, producto de la
alteracion en el balance de cargas sobre la superficie enzimatica y el cambio

global en el microambiente que rodea la enzima (Figura 28).
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Figura 28. Aminacion de grupos carboxilos previamente activados con

carbodiimida de la CALB inmovilizada sobre octil-agarosa.
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La densidad de carga superficial de CALB también puede ser alterada a través de
la acilacidon de los grupos amino de lisinas con anhidrido succinico. De forma tal,
que la modificacion permite obtener derivados estables con mayor densidad de
carga negativa (figura 29) a valores de pH donde los grupos carboxilo estan
desprotonados (pH mayor a 5). Ademas, puede llegar a alterar la solubilidad de la
proteina al generar interacciones intermoleculares adicionales. Por lo tanto, es
posible que la modificacion de CALB parcial y totalmente con anhidrido succinico
ocasione cambios estructurales en la conformacion 3D de la enzima y en
consecuencia una alteraciéon de las propiedades biocataliticas de la lipasa. El
control del grado de modificacion se puede realizar a través de la cantidad de

anhidrido succinico sdlido adicionado a la reaccion (Cabrera y col., 2009).
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Figura 29. Succinilacion quimica de la superficie enzimética de la CALB.

3.2 MATERIALES

La lipasa B de Candida antarctica (CAL-B) fue obtenida de Novozymes. El Octil
agarosa 4BCL, Triton X-100, p-nitrofenilbutirato (p-NPB), el acido picril sulfonico
(TNBS), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbo-di-imida (EDAC), (R/S)-mandelato de
metilo, (R/S)-Propanolol-HCI, (R/S)-Atenolol-HCI y cada uno de los isbmeros puros
fueron obtenidos de Sigma Aldrich (St. Louis, Mo, USA). El soporte de Eupergit C
fue donado por Rohm Pharma (Darstamdt, Alemania). Los marcadores de peso
molecular de proteinas para electroforesis de proteinas 1D se obtuvieron de
Fermentas. Los reactivos utilizados en la sintesis y en las reacciones fueron todos

de grado analitico y suministrado por Sigma Aldrich y Merck.

3.3 METODOS EXPERIMENTALES
La CALB fue inicialmente inmovilizada y purificada sobre Octil-agarosa a baja

fuerza i6nica. Posteriormente, se realizaron modificaciones parciales sobre la

superficie enzimatica del derivado CALB, utilizando etilendiamina y anhidrido
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succinico. Se estandarizaron las condiciones experimentales para modificar el

10%, 50% y el 100% de los grupos carboxilicos y los grupos amino expuestos.

Una vez obtenidas las diferentes preparaciones de CALB aminadas y succiniladas,
se evaluaron las propiedades biocataliticas de las lipasas modificadas bajo

diferentes condiciones experimentales.

Finalmente, las condiciones de modificacion estandarizadas con el derivado OC-
CALB fueron estudiados en el derivado de CALB inmovilizada covalentemente
sobre el soporte Eupergit C (EC-CALB).

La figura 29, muestra la metodologia general propuesta para el logro de los

objetivos.

Figura 29. Metodologia general propuesta para el estudio de la modificacién

parcial y total de la CALB con etilendiamina.

CALB
Inmovilizacién en Inmovilizacién en
Octil-aaarosa Euperait C
L |
10% \ 1/\1 / 10%
50% < —— Aminacion Quimica Succinilacién quimica —> 50%

/ \L \L \ 100%

Evaluacién propiedades
biocataliticas

100%
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3.3.1 Inmovilizacién de la CALB sobre diferentes soportes

3.3.1.1 Inmovilizacion de CALB por adsorcién hidrofébica sobre Octil-
agarosa (OC). La CALB fue inmovilizada a baja fuerza iénica de acuerdo con lo
propuesto por Bastidas y col., 1998. Un ml del extracto comercial de CALB, con
una concentracion de proteina de 5.9 mg/ml y una actividad especifica de 4.9
U/mg, fue diluido en 99 ml de buffer fosfato de Sodio 5 mM de pH 7. A
continuacion, se adicionaron 10 g de soporte Octil-agarosa. Periddicamente, se
evaluo el proceso de inmovilizacion de la CALB sobre el soporte, midiendo la
actividad residual de la suspension y el sobrenadante en la hidrélisis del p-NPB
(Ver posteriormente numeral 4.1). Después de 3 horas a 4 °C, bajo agitacion
constante a 250 rpm, la suspensién de inmovilizacion fue filtrada y la lipasa
inmovilizada fue lavada 3 veces con agua destilada y buffer fosfato de sodio 25
mM de pH 7. El derivado fue llamado OC-CALB.

3.3.1.2 Inmovilizacion covalente de CALB en el soporte Eupergit C. Para la
inmovilizacion de CALB en el soporte Eupergit C, la lipasa fue previamente
purificada mediante cromatografia de adsorcién interfacial a baja fuerza iénica
sobre Octil-agarosa (ver numeral 3.1.1) y desorbida del soporte con triton x-100

como se describe a continuacion:

3.3.1.2.1. Purificacion de la CALB. 2 ml del extracto comercial de la CALB
(concentracion de proteina de 5.9 mg/ml) fueron diluidos en 98 ml de buffer fosfato
de Sodio 5 mM de pH 7 (relacién 1/50) y adicionados a 10 gramos de Octil-
agarosa. Transcurridas 3 horas del proceso, la enzima adsorbida fue filtrada y
lavada con agua destilada. A continuacion, la CALB adsorbida en Octil-agarosa
fue resuspendida en 100 mL de buffer fosfato de sodio (5 mM) de pH 7, que
contenia triton X-100 al 1% (v/v). Este tratamiento permitié desorber la enzima

purificada del soporte (Bastida y col., 1998; Fernandez-Lorente y col., 2008).
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3.3.1.2.2 Inmovilizaciéon de CALB en Eupergit C. Un gramo del soporte Eupergit
C, fue suspendido en 10 mL de solucién enzimatica previamente purificada que
contenia buffer fosfato de sodio 1M de pH 7 y triton X-100 al 0.1% (v/v).
Periddicamente, se evalud el transcurso de inmovilizacion de la CALB sobre el
soporte, midiendo la actividad residual de la suspension y el sobrenadante en la
hidrdlisis del p-NPB (Ver numeral 4.1). Una vez finalizada la inmovilizacién, la
suspension fue filtrada y lavada 3 veces con buffer fosfato de sodio 25 mM de pH
7.

Finalmente, el derivado de CALB obtenido fue incubado en 5 mL de una solucion
de fosfato de sodio 50 mM que contenia glicina-HCI 1M a pH 8.5, con el fin de
bloquear los grupos epoxido que no participaron en la inmovilizacion. Después de
24 horas de incubacion el derivado fue lavado con agua destilada y buffer fosfato
de sodio 25 mM pH 7, y almacenados a 4 °C. El derivado fue llamado EC-CALB.

3.3.2 Modificacion quimica en fase sdlida de la superficie enziméatica de
CALB

3.3.2.1 Aminacién de los derivados de CALB inmovilizados en Octil-agarosa
(OC-CALB) y en Eupergit C (EC-CALB). Un gramo de derivado OC-CALB fue
incubado en 10 mL de una solucién de etilendiamina (EDA) 1M a pH 4.75 bajo
agitacion continua. La reaccién de modificacion de la superficie del derivado de
CALB se inicié con la adicién de diferentes concentraciones de carbo-di-imida
(EDAC), es decir, 3, 10 y 100 mM para obtener modificaciones de 10, 50 y 100 %,
respectivamente. Después de 90 minutos de agitacion a temperatura ambiente, los
derivados aminados de la CALB se lavaron con buffer fosfato 25mM, pH 7 y un
exceso de agua destilada. Posteriormente, se filtraron al vacio y se almacenaron a
4 °C (Carraway y Koshland, 1966; Rodrigues y col.,, 2009). Los derivados
obtenidos por este procedimiento se denominaron OC-CALB-EDA-10%, OC-
CALB-EDA-50% y OC-CALB-EDA-100%.
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Los derivados OC-CALB-EDA-10%, OC-CALB-EDA-50% y OC-CALB-EDA-100%
fueron incubados en hidroxilamina-HCI 1M a pH 7 durante aproximadamente una
hora a 25°C para recuperar los residuos hidroxilo de las tirosinas que hubieran
resultado afectados por el proceso de modificacion quimica (Carraway y Koshland,
1968; Geoghegan, 2001; Hermanson, 2008).

El procedimiento anterior fue utilizado de forma similar en los derivados de CALB

inmovilizados covalentemente sobre el soporte Eupergit C (EC-CALB).

3.3.2.2 Carboxilacion de grupos amino de los derivados de CALB
inmovilizados en Octil-agarosa (OC-CALB) y en Eupergit C (EC-CALB) con
anhidrido succinico. Un gramo de derivado CALB inmovilizada en Octil-agarosa
se incub6 en 10 mL de buffer fosfato 10 mM de pH 8 bajo agitacion magnética
continua a temperatura ambiente. La reaccion de modificacién se inicié con la
adicion de anhidrido succinico en diferentes concentraciones: 1, 20 y 100 mM,
para obtener modificaciones de 10, 50 y 100 %, respectivamente. Después de 120
minutos de agitacion, los derivados de la CALB succinilada (CALB-S), se lavaron
con buffer fosfato pH 7 y un exceso de agua destilada. Posteriormente, se filtraron
al vacio, y se almacenaron a 4 °C (Alcalde y col., 2001; Cabrera y col., 2009). Los
derivados obtenidos se llamaron OC-CALB-S-10%, OC-CALB-S-50% y OC-CALB-
S-100%.

Las condiciones de modificacion anteriormente descritas fueron aplicadas en el

derivado de CALB inmovilizado en Eupergit C.

3.3.3 Evaluacion de la estabilidad de los derivados aminados y succinilados
de OC-CALB. La estabilidad de los derivados de OC-CALB aminados Yy
succinilados parcial y totalmente fue evaluada bajo diferentes condiciones

experimentales.
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3.3.3.1 Estabilidad térmica. La termo-estabilidad de los derivados OC-CALB
aminados Yy succinilados al 10, 50 y 100 % se determiné por triplicado a 70°C tal

como se describe a continuacion:

500 mg del respectivo derivado de OC-CALB fueron incubados en 5 ml de buffer
fosfato 25 mM de pH 7. Peridédicamente, se extrajeron 100 uL de suspension y se

determind la actividad residual usando como sustrato p-NPB (Ver numeral 4.1)

3.3.3.2 Estabilidad frente a Tetrahidrofurano. Los derivados aminados de OC-
CALB fueron incubados en una mezcla al 50% de tetrahidrofurano (THF)/ buffer
Tris-HCI 50 mM a pH 7 a 40 °C. Peridédicamente, se extrajeron 100 uyL de
suspension para evaluar la actividad enzimatica residual frente al sustrato p-NPB

tal como se describe en el numeral 4.1.

3.3.4 Estudio del efecto de la aminacién quimica en los derivados OC-CALB
y EC-CALB frente a la actividad hidrolitica del pNPB. La actividad hidrolitica de
los derivados OC-CALB y EC-CALB aminados al 10%, 50% y 100 %, fue

determinada por el método descrito en el numeral 4.1.

3.3.5 Evaluacion de la especificidad y enantioselectividad de los derivados
modificados de CALB. La especificidad y enantioselectividad de los derivados
modificados de la CALB fue evaluada en la reaccion de hidrdlisis de (R) y (S)-
mandelato de metilo y en las transesterificaciones de los aminoalcoholes (R/S)-

propanolol y (R/S)-atenolol.

3.3.6 Estudio del efecto de la modificacion quimica de los derivados EC-
CALB y OC-CALB, sobre la hidroélisis enantioselectiva del (R/S) mandelato de
metilo. La actividad enzimatica y enantioespecificidad de los diferentes derivados
de CALB fue evaluada en la hidrdélisis en medio acuoso del mandelato de metilo,

de forma similar a lo descrito en el capitulo 1, seccion 3.5 de la tesis doctoral.
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3.3.7 Estudio del efecto de la modificacion quimica de los derivados EC-
CALB, sobre la trans-esterificacion enantioselectiva de (R/S)-propanolol y
(R/S)-atenolol. Una vez obtenidos los diferentes derivados de EC-CALB
aminados, se evalud la enantioselectividad expresada por estos biocatalizadores
en la resolucion cinética de los amino-alcoholes mediante reacciones de trans-
estrificacion de los sustratos quirales propanolol y atenolol (curvas de calibracion
anexo 2). Se evalu6é la enantioselectividad de los derivados de EC-CALB
aminados en las reacciones de trans-esterificacion de los sustratos quirales
propanolol y atenolol (curvas de calibracién anexo 2). Se utilizé6 acetato de vinilo

como donor acilo y tolueno como solvente organico.

Inicialmente, se prepar6 una solucién de (R/S)-propanolol (o atenolol) 200 mM en
metanol para facilitar la dilucion de los mismos. A continuacion, para las
reacciones de transesterificacion del propanolol se llevé a cabo la siguiente
mezcla de reacciéon: 0.1mmol (25.93 mg) de (R/S)-propanolol, 0.3 mmol (27.71uL)
de acetato de vinilo, tolueno hasta completar un volumen final de 3 mL y derivado
enzimatico a razén de: 50 mg soporte EC-CALB, EC-CALB-EDA, EC-CALB-S.

Finalmente, para las reacciones de transesterificacién del atenolol (Barbosa et al.,
2011), se fij6 un volumen de reaccion en 3 mL conformados por: 0.05 mmol (13.3
mg) de (R/S)-atenolol, 0.1 mmol (9.23 pL) de acetato de vinilo, tolueno hasta
completar el volumen final y derivado enzimético a razén de: 50 mg soporte EC-
CALB, EC-CALB-EDA y EC-CALB-S.

Los productos de la reaccion fueron determinados por HPLC en fase reversa,
usando un equipo HPLC (Agilent 1100) con una columna Zorbax C-18 (5 ym, 250
x 4.6 mm). La fase mavil consisti6 de una mezcla isocratica de acetonitrilo-buffer
fosfato 25 mM de pH 6, en una proporcion volumétrica 70:30 (v/v). Los
compuestos se determinaron utilizando un detector con arreglo de diodos UV a

289 nm y un flujo de 1 mL/min, con un volumen de 5yl de inyeccién y tiempos de
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retencién de 2.8 min R-propanol, 3.0 min S-propanol, 3.4 min R butiril propanol,
2,8 min R-atenolol, 2.9 min S-atenolol, 3.3 min R-O-acetil atenolol y 6.4 min para el

tolueno.

3.4 METODOS ANALITICOS

3.4.1 Determinacion estandar de la actividad enziméatica frente al p-nitrofenil-
butirato (p-NPB). La actividad catalitica de CALB se cuantifico6 de forma continua
a través del método de velocidades iniciales de reaccidon. El ensayo se llevé a
cabo midiendo el aumento en el valor de absorbancia a 348 nm, producido por la
formacion del producto p-nitrofenol (coeficiente de extinciéon molar= 5150 cm™*M™)
generado por la hidrélisis de p-NPB 0.4 mM, disuelto en tampon fosfato sédico 25
mM, pH 7 a 25 °C. Para iniciar la reaccién, 100 yL de solucion lipdsica se
afnadieron a 2.5 mL del sustrato. Una unidad internacional de actividad enziméatica
fue definida como la cantidad de lipasa que es necesaria para hidrolizar 1umol de

p-NPB por minuto (IU) bajo las condiciones descritas anteriormente.

3.4.2 Determinacion del grado de modificacion de los grupos amino y
carboxilo de CALB. Los grados de modificacion de los grupos amino y carboxilo
de CALB fueron determinados mediante la titulacion de los grupos aminos
primarios usando la metodologia del acido picril sulfénico (Snyder y col., 1975;
Montes y col., 2006;). A 350 mg derivado enzimatico de CALB modificado, se
adicionaron 3 mL de solucion de acido picril sulfonico o TNBS 0.1% (p/v) a pH 8.
Después de 30 minutos de reaccion a temperatura ambiente, el derivado se lavo
con agua destilada. 200 mg se resuspendieron en 2.1 mL de borato de sodio 1M
pH 9 y la medicién de absorbancia se llevo a cabo a 430nm. Se us6 como blanco

de reaccion octil-agarosa libre de enzima.
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3.4.3 Estudios electroforéticos de los derivados modificados de CALB

3.4.3.1 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). En la
electroforesis en condiciones desnaturalizantes o0 SDS-PAGE (Laemmli 1970), se
utilizé el buffer de ruptura (Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, 2% SDS, 5% B-
mercaptoetanol, 5% glicerol) y geles de poliacrilamida al 12%(p/v) en la zona de
separacion y de 5% (p/v) en la zona de concentraciéon. A 10 mg de derivado
enzimatico se le adicionaron 30 yL de buffer de ruptura y se calentaron en un bafio
de agua en ebullicion durante 5 minutos. Posteriormente, fueron mantenidas en
bafo de hielo durante 5 minutos. Finalmente, se adicionaron 20uL de muestra. La
electroforesis se llevd a cabo en un equipo PowerPac HC (BIORAD), a

temperatura ambiente y a un voltaje de 150V durante 1 hora.

3.4.3.2 Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (nativa-PAGE).
Para la electroforesis en condiciones no desnaturalizantes o nativa-PAGE
(Laemmli, 1970 modificado), 50 mg de derivado enzimatico fueron re-suspendidos
en 0.5 mL de una solucién de Triton al 1% (v/v) en buffer fosfato 25mM pH 7 por
24 h a 4 °C. Al sobrenadante se le adicion6 buffer de corrida sin SDS ni
mercaptoetanol. Finalmente, se adicionaron 20uL de muestra en geles de
concentracion 5%(p/v) y de separacion 12%(p/v) de poliacrilamida sin SDS, a
temperatura ambiente y a un voltaje150V durante 4h en un equipo PowerPAC HC
(BIORAD). EIl revelado de las proteinas se realiz6 mediante tincion con azul
brillante de Coomassie R-250 y usando marcadores de peso molecular (200-7
kDa). Los geles obtenidos fueron posteriormente escaneados con un densitometro
UMAX PowerLook 2100XL y visualizados a través del software PDQuest (Biorad).

3.4.4 Determinacion del exceso enantiomérico (ees y eep) y de la
enantioselectividad (E) de una reaccion reversible. Los excesos enantiomérico
(ees) del S-Propanolol, del S-Atenolol y del éster formado (ee,) se analizaron por

HPLC quiral (curvas de calibracion en anexo 5), cuando la reaccion enzimatica
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alcanzé una conversion de 20 — 30%. Los productos de reaccion se determinaron
usando una columna quiral (ES-OVM, Agilent technologies, USA). Para su
separacion se utilizd6 como fase movil una mezcla isocratica de metanol/buffer
fosfato pH 6 (30:70 v/v) a un flujo de 1 mil/min utilizando un equipo de HPLC
(Agilent 1100). La relacion enatiomérica se calculé usando un estandar interno y la

ecuacion reportada por Chen y col., 1982.

3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

3.5.1 Inmovilizacion de CALB por adsorcion hidrofobica sobre octil-agarosa.
La CALB fue inmovilizada por adsorcion interfacial a baja fuerza ibénica, de
acuerdo con lo propuesto por Bastida y Col.,, 1998. Los resultados obtenidos
sefialan que al cabo de 60 minutos de incubacion de la suspension enziméatica, se
logré una inmovilizacién del 95 % de la CALB, con una carga enzimatica de 1mg
de proteina/g soporte. Los resultados son similares a los descritos en el capitulo 1,
mostrando la alta reproducibilidad del proceso de inmovilizacién. El derivado fue
nombrado como OC-CALB.

3.5.2 Modificacion quimica en fase solida de la superficie enzimatica de
CALB. Para el estudio, evaluacion y caracterizacion de la modificacion quimica de
la CALB, con etilendiamina y anhidrido succinico se utilizé la enzima inmovilizada
de manera reversible sobre el soporte octil-agarosa (OC-CALB). Dicho soporte
permite fijar la forma abierta de la lipasa. Ademas, este soporte posee una
transparencia oOptica que permite la determinacion de los diferentes grados de
modificacion a través de métodos sencillos como por ejemplo métodos
espectrofotométricos (Harvey y Manning, 1950). La figura 30, muestra la
distribucion de grupos ionizables mas abundantes en la superficie enzimatica

(lisinas, argininas, acidos aspartico y glutamico) de la lipasa B de la Candida
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antarctica, susceptibles a ser modificados quimicamente con etilendiamina y

anhidrido succinico.

La accesibilidad del agente modificante a los residuos aminoacidicos de CALB,
fueron calculados por la base de datos program  ASA-view

(http://www.netasa.org/asaview/). El programa divide la accesibilidad de cada

residuo frente a la presencia de un solvente y lo divide en tres grados: muy

expuestos, moderadamente expuestos y no expuestos a los solventes.

Figura 30. NUmero de residuos ionizables susceptibles a ser modificados en
la CALB. En verde, el niumero total de residuos ionizables, en morado el nidmero

de residuos expuestos al medio con respecto al total de cada grupo.

16 ldTotales 14 MAccesibles
14
§ 12
k=] 9
5 10 8
© 8
=]
o 6 -
S 4
2 —]
0 -
Lys (K) Arg() Glu(E)Asp (D) -NH2 -C
terminal terminal

De la figura 30, se concluye que la CALB cuenta con 19 residuos carboxilicos
distribuidos en 14 acidos asparticos, 4 acidos glutamicos y 1 grupo carboxilo-
terminal, los cuales se encuentran accesibles a la modificacion parcial y total con
etilendiamina. Adicionalmente, la CALB posee 9 grupos amino primario de los
residuos de lisinas, 8 mas de las argininas y el grupo amino-terminal, susceptibles

a la modificacion quimica con anhidrido succinico.
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Por lo tanto, teniendo en cuenta el nimero de residuos ionizables sobre la
superficie enzimatica de la CALB susceptibles a modificacion con etilendiamina y
anhidrido succinico es posible que la modificacion parcial y total de los mismos
ocasionen una alteracion en el namero de fuerzas intermoleculares implicadas en
el mantenimiento de la estructura de las diferentes conformaciones. Una
modificacion en el mecanismo de apertura y cierre de la lipasa, podria dar lugar a
cambios estructurales en la forma exacta del centro activo de la enzima, viendose
esto reflejado en la expresion de sus propiedades biocataliticas de actividad,
especificidad, selectividad y estabilidad (Davis, 2003; Rodrigues y Col., 2011;
Diaz-Rodriguez y col., 2011; Galvis y Col., 2012).

3.5.2.1 Modificacion quimica de los grupos amino del derivado OC-CALB con
anhidrido succinico. La introduccion de grupos carboxilo en la superficie proteica
mediante reaccion de los grupos e-amino de las lisinas con anhidrido succinico
genera un aumento en la densidad de cargas negativas cuando los nuevos grupos
introducidos son desprotonados al ser sometidos a valores de pH por encima del
pKa (Cabrera y col., 2009; Rodrigues y col., 2011).

La lipasa CALB presenta nueve lisinas con grupos e-amino primarios, ademas del
grupo amino terminal (Uppenberg y col., 1994; Lutz, 2004). Todos estos grupos
son susceptibles a la modificacién por succinilacién y completamente accesibles a

la solucién.

3.5.2.1.1 Control del grado de succinilacion gquimica. El control del grado de
modificacion de los grupos amino se realizo regulando la concentracion molar de
anhidrido succinico en el medio de reaccion. Previamente, Cabrera y Col., (2009)
estandarizaron la concentracion maxima de anhidrido succinico (100 mM)
necesaria para modificar el 100 % de los residuos de Lys de la lipasa Novozym-
435.
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Como se puede apreciar en la tabla 7, se han obtenido distintos grados de
modificacion variando Unicamente el exceso molar de reactivo. Asi por ejemplo,
para lograr una modificacion del 10% de los grupos amino presentes en la
superficie enzimatica de la CALB, bastd una concentracién de 1 mM de anhidrido
succinico en el medio de reaccion. Por su parte, una modificacion de
aproximadamente el 50% de los residuos de lisina es posible utilizando una

concentracion de anhidrido succinico 20 mM.

El grado de modificacion se determin0 mediante la reaccion del &cido
picrilsulfonico (TNBS) con los grupos amino primarios disponibles después de la
succinilacion del derivado de la CALB. EI TNBS se une a los grupos amino
primarios de la proteina formando derivados altamente cromogénicos de color
amarillo que pueden ser cuantificados por medio de medidas espectrofotométricas
(Hermanson, 2008). Los ensayos se realizaron segun lo descrito en la en la

seccion 4.2.

Tabla 7. Grado de modificacién de los grupos amino de las lisinas de CALB
inmovilizada sobre octil agarosa y después succinilada. Las condiciones de
modificacion fueron descritas en la secciébn de métodos experimentales, numeral
3.2.2.

Anhidrido succinico Grado de .
o Referencia
(mM) modificacion (%)
1 10 ND’
20 40-50 ND*
100 100 Cabreray col., 2009

ND* no determinada en estudios publicados anteriormente.
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Los derivados de OC-CALB modificados bajo las condiciones descritas en la tabla
7, se nombraron de acuerdo con el grado de modificacion asi: OC-CALB-S-10%;
OC-CALB-S-50% y OC-CALB-S-100%.

3.5.2.1.2 Caracterizacion electroforética de los derivados de OC-CALB
succinilados. La caracterizacion electroforética de los derivados de CALB
inmovilizados en octil agarosa y modificados por succinilaciéon al 10% (OC-CALB-
S-10%), 50% (OC-CALB-S-50%) y 100% (OC-CALB-S-100%) se realiz6 mediante

electroforesis en condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes.

En la figura 31 se muestra el perfil electroforético por SDS-PAGE de los derivados
de CALB modificados quimicamente por succinilacion. En ella se puede observar
como el proceso de modificacién quimica no causoé la formacion de dimeros o

macromoléculas sobre la enzima.

Figura 31. Electroforesis SDS-PAGE de los derivados de OC-CALB
succinilados. Carril 1: marcador de peso molecular; carril 2: OC-CALB. Carril 3:
OC-CALB-S-10%; Carril 4: OC-CALB-S-50%; Carril 5: OC-CALB-S-100%.
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La electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (Nativa-PAGE) (figura 32)
permiti6 observar como la introduccién de grupos carboxilos ionizables sobre la
superficie proteica de la enzima, incrementd la densidad de cargas negativas,
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alterando con ello la carga neta de la CALB. Este efecto fue notable, en los
derivados modificados al 50% y 100%, los cuales presentaron mayores
velocidades de migracion hacia el anodo, en comparacion con la modificacion

parcial del 10% y el derivado de CALB no modificado.

Figura 32. Electroforesis PAGE-nativa de los derivados de OC-CALB
succinilados. Carril 1: marcador de peso molecular; Carril 2: OC-CALB. Carril 3:
OC-CALB-S-10%; Carril 4: OC-CALB-S-50%; Carril 5: OC-CALB-S-100%

3.5.2.1.3 Efecto de la succinilacién en la actividad hidrolitica de los derivados
modificados de OC-CALB frente al p-NPB. La modificacion quimica con
anhidrido succinico ocasion6 un cambio en la actividad catalitica de la CALB en la
hidrdlisis del p-NPB. La tabla 8 muestra que el incremento progresivo en el grado
de modificacion de los residuos de lisina superficiales de la enzima con anhidrido
succinico, ocasiona una disminucion drastica en la expresion de la actividad
catalitica de la CALB hasta de un 66% con respecto al derivado enzimético no
modificado. Esta caida en la actividad catalitica es debida posiblemente a los
cambios conformacionales que sufre la lipasa producto de la introduccién de
nuevos grupos anidnicos que alteran el potencial electrostatico de la superficie de

la CALB, generando interacciones electrostaticas repulsivas en la superficie de la
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enzima con la consiguiente desestabilizacion de la estructura terciaria y pérdida de

la actividad enzimatica (Montes y col., 2006, Barbosa y col., 2012).

Tabla 8. Efecto del grado de modificacién con anhidrido succinico sobre la
actividad enzimatica de los derivados de OC-CALB frente al p-NPB. 100
corresponde a la actividad del derivado de CALB no modificado. Los experimentos

se realizaron de acuerdo a lo descrito en la seccion de métodos experimentales,

numeral 3.4.
Derivado Actividad relativa
OC-CALB 100+ 3
OC-CALB-S-10% 94+1
OC-CALB-S-50% 37+3
OC-CALB-S-100% 341+3

3.5.2.1.4 Efecto de la succinilacion en la estabilidad térmica y frente a
codisolventes de los derivados modificados de OC-CALB La estabilidad
térmica de las distintas preparaciones de OC-CALB modificadas quimicamente por
succinilacion, fue evaluada a 70 °C, de acuerdo con lo descrito en la seccion de

materiales y métodos.

En la figura 33 se muestra el perfil de inactivacion térmica de los diferentes
derivados de OC-CALB modificados con anhidrido succinico. Se observa que
después de 5 horas de incubacién a 70 °C, los derivados de OC-CALB
modificados por succinilacion al 50% y 100%, perdieron cerca del 45% de la
actividad inicial. Aun asi, fueron 2 veces mas estables que los derivados OC-CALB
y OC-CALB-S-10%, los cuales transcurrido el mismo lapso de tiempo habian

perdido el 58% de su actividad.
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Estos resultados sugieren, que los derivados OC-CALB-S-50% y OC-CALB-S-
100% son mas estables que el derivado OC-CALB-S-10% y que la enzima no
modificada. El incremento en la estabilidad de los derivados OC-CALB-S-50% y
OC-CALB-S-100% se debi6 quizéas a que la introduccién de un mayor niumero de
grupos aniénicos sobre la superficie proteica de la CALB, generé nuevas
interacciones electrostaticas en zonas de la proteina que pudieron estabilizar una
conformacion mas favorable para la lipasa a la temperatura de estudio (Kotorman
y col., 2009).

Figura 33. Cursos de inactivacion térmica para los diferentes derivados
succinilados de CALB. La inactivacion térmica se realiz6 a pH 7 y 70°C, usando
como sustrato p-NPB 0.4 mM para determinar la actividad residual. (X) OC-CALB,
(m) OC-CALB-S-10%, (A) OC-CALB-S-50%, (¢) OC-CALB-S-100%.
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Por otra parte, la estabilidad de los derivados de OC-CALB succinilados fue
evaluada en presencia del codisolvente como el tetrahidrofurano (THF). Los

derivados fueron incubados en una mezcla de THF (50%(v/v) a 40 °C.
La tabla 9, muestra los tiempos de vida media de los diferentes derivados de

CALB succinilados, bajo las condiciones de inactivacion descritas anteriormente.
De alli, se puede observar que el aumento en el grado de modificacion con
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anhidrido succinico ocasiond una disminucion en la estabilidad de la CALB. Por
ejemplo, el derivado OC-CALB modificado al 10% fue menos estable en un factor
de 1 con respecto al derivado no modificado. Por su parte, los derivados OC-
CALB-S-50% y OC-CALB-S-100% fueron menos estables que el derivado no
modificado OC-CALB en un factor de 1.5 veces y 2.4 veces, respectivamente,

La introduccion de grupos carboxilo sobre la superficie proteica de la CALB
ocasiona un efecto negativo en la estabilidad de la enzima frente al THF. Es
probable que esta tendencia se deba a que la conformacion estructural que
adquiere la enzima producto del aumento de la densidad de carga negativa
(incremento de repulsiones electrostaticas), permite que el THF penetre de forma
mas efectiva el entorno micro-acuoso de la enzima, ocasionando la ruptura de
interacciones del tipo puente de hidrégeno que desestabilizan mas la estructura
terciaria de la CALB (Yang y col., 2004; Kotorman y col., 2009; lllanes y col.,
2012).

Tabla 9. Tiempos de vida media (horas) de los diferentes derivados
modificados de OC-CALB en presencia de tetrahidrofurano 50% v/v a pH 7.
Los experimentos se realizaron de acuerdo a lo descrito en la seccion de

meétodos experimentales, numeral 3.3.2.

Derivado Tiempo de vida media (h)

OC-CALB 3.1
OC-CALB-S-10% 2.9
OC-CALB-S-50% 2.1
OC-CALB-S-100% 1.3

3.5.2.2 Modificacion quimica de los grupos carboxilo del derivado OC-CALB
con etilendiamina. En el proceso de aminacion, el efecto de la modificacion es

mas significativo que en la succinilacion, debido a la mayor cantidad de grupos
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carboxilos reactivos en la superficie de CALB en comparacion con los grupos
amino (ver figura 20, capitulo 1). En este caso, 16 de los 19 grupos carboxilo
totales de la CALB inmovilizada sobre octil agarosa fueron involucrados en la

modificacion, incluido el grupo carboxilo terminal.

Al igual que en la modificacién por succinilacion en fase sélida de los derivados
OC-CALB, se realizaron estudios previos que permitieron concluir que las
concentraciones requeridas para obtener los grados de modificacion especificados
en los objetivos de este trabajo fueron los presentados en la tabla 10.

Tabla 10. Concentraciones de EDAC para el control del grado de
modificacion de los grupos carboxilo de la CALB inmovilizada sobre octil
agarosa. Las condiciones de modificacion fueron descritas en la seccion métodos

experimentales, numeral 3.2.1.

Carbodiimida (EDAC) Grado de _
o Referencia

(mM) modificacion (%)

3 10 ND’

10 40-50 Lopez-Gallego, 2005

Carraway and Koshland Jr,
100 100
1966

ND* no determinada en estudios publicados anteriormente.

De igual forma el grado de modificacién de los derivados OC-CALB modificados
por aminacion, fue controlado mediante la concentracion del agente activante
(carbodiimida) de los grupos carboxilo en el medio de reaccién. El incremento de
grupos aminos se comprob6 mediante la titulacion de los grupos amino primarios
disponibles en la enzima mediante el acido picrilsulfénico (TNBS) (Snyder y col.,
1975; Montes y col.,, 2006; Hermanson, 2008). Los derivados de OC-CALB

modificados bajo las condiciones descritas en la tabla 10, se nombraron de
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acuerdo al grado de modificacion asi: OC-CALB-EDA-10%; OC-CALB-EDA-50% y
OC-CALB-EDA-100%.

Teniendo en cuenta que la modificacion quimica en ningdn caso es
completamente especifica, algunos grupos, por ejemplo, los grupos hidroxilos de
las cadenas laterales de los residuos de tirosinas, pueden ser afectados por la
carbodiimida. Sin embargo, esta modificacion sobre las tirosinas es revertida
mediante la incubaciéon de los derivados en una solucion de hidroxilamina,
obteniendo asi nuevamente las tirosinas libres (Carraway y Koshland, 1968).
Estos derivados incubados en hidroxilamina se nombraron: OC-CALB-EDA-H-
10%; OC-CALB-EDA-H-50% y OC-CALB-EDA-H-100%.

3.5.2.2.1 Caracterizacion electroforética de los derivados OC-CALB aminados
en fase sdlida. Al igual que para la caracterizacion de los derivados succinilados,
los derivados aminados de CALB inmovilizados en octil agarosa, fueron
caracterizados mediante estudios electroforéticos en condiciones

desnaturalizantes y no desnaturalizantes.

La electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) se realizé para
comprobar que el proceso de modificacion por aminaciéon de los derivados
inmovilizados en octil agarosa CALB, no causaba formacion de dimeros y
oligbmeros de la enzima (figura 34a).

La electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (Nativa-PAGE) permitio
comprobar el cambio en la densidad de carga causado por los diferentes grados
de modificacion de la CALB inmovilizada en octil agarosa. La figura 34b muestra
gue la modificacién gradual de los grupos carboxilicos (modificacién del 10%, 50%
y 100%) altera de la misma forma la movilidad electroforética de la CALB. Lo cual
sugiere gue el punto isoeléctrico de la enzima se modificé de acuerdo con el grado

de modificacion realizado. Por ejemplo, la modificacion del 10% de los grupos
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carboxilicos alter6 ligeramente la velocidad de migracion de la CALB. La
modificacion al 50% ocasiond un incremento en el punto isoeléctrico de la enzima
tal vez cercano al pH del buffer de corrido (pH 8). Por su parte, la modificacion
masiva (100% de modificacién) alter6 de forma dréstica el punto isoeléctrico de la
enzima -de un pl 5.9 a uno por encima de 11- lo cual se vio reflejado en la

velocidad de migracién en la electroforesis.

Adicionalmente, los derivados de CALB aminados al 10, 50 y 100% fueron
incubados en hidroxilamina con el fin de recuperar los grupos hidroxilo de las
cadenas laterales de los residuos de tirosina que pudieron haber sido afectados
por la carbodiimida previo a la modificacion con EDA. La SDS-nativa (figura 34B)
muestra que el tratamiento no afect6 la movilidad electroforética de los diferentes
derivados.

Figura 34. Caracterizacion electroforética de los derivados de OC-CALB
aminados. A) Electroforesis SDS-PAGE. B) Electroforesis nativa-PAGE. Carril P:
Marcador de peso molecular. Carril 1: OC-CALB; Carril 2: OC-CALB-EDA-10%;
Carril 3: OC-CALB-EDA-50%; Carril 4: OC-CALB-EDA-100%; Carril 5: OC-CALB-
EDA-H-10%; Carril 6: OC-CALB-EDA-H-50%; Carril 7: OC-CALB-EDA-H-100%.
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3.5.2.2.2 Efecto de la aminacién en la actividad hidrolitica de los derivados
OC-CALB frente al p-NPB. La aminacion gradual de los residuos carboxilicos
ionizables en la superficie proteica del derivado OC-CALB no causo un efecto
significativo sobre la actividad exhibida por los nuevos derivados obtenidos frente
a la hidrdlisis del p-NPB (Tabla 11).

En la tabla 11, se puede observar que los derivados OC-CALB-A-10% y OC-
CALB-A-50% retuvieron el 100% de la actividad inicial exhibida por el derivado no
modificado. Sin embargo, el derivado de la CALB obtenido por la modificacion
masiva de sus grupos carboxilo (OC-CALB-EDA-100%) incrementd la actividad en
un factor de 1.4 veces con respecto mostrada por el derivado no modificado OC-
CALB. Este incremento notable en la actividad enzimética puede deberse a que el
aumento en el nimero de grupos con carga positiva sobre la superficie enziméatica
de la CALB (16 grupos catibnicos mas por molécula), ocasiona posiblemente un
cambio conformacional favorable de la enzima, producto de la alteracién de las
interacciones electrostaticas presentes en su estructura 3D. Adicionalmente, se
pueden estar generando cambios en las interacciones del lid con otros sitios de la
proteina, generando asi cambios en la forma exacta del centro activo de la lipasa
(Palomo y col., 2007; Rodrigues y col., 2009).

Por otra parte, el tratamiento de los diferentes derivados modificados de OC-CALB
con hidroxilamina para recuperar las tirosinas que posiblemente se vieron
afectadas por la activacién con carbodiimida, no afecté significativamente la

actividad enzimatica exhibida por cada derivado.
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Tabla 11. Efecto del grado de modificacion con EDA sobre la actividad
relativa de los derivados de OC-CALB frente al p-NPB. 100 corresponde a la
actividad del derivado de CALB no modificado. Los experimentos se realizaron de

acuerdo a lo descrito en la seccion de métodos analiticos, numeral 4.1.

ACTIVIDAD RELATIVA (%)
DERIVADO Derivados tratados sin Derivados tratados con
hidroxilamina hidroxilamina
OC-CALB 100 £ 3 98 £ 2
OC-CALB-EDA-10% 100+ 7 92+4
OC-CALB-EDA-50% 100+ 2 102 +5
OC-CALB-EDA-100% 140 £5 137 £ 3

3.5.2.2.3 Efecto de la aminacion en la estabilidad térmica y frente a solventes
de los derivados OC-CALB La estabilidad de los diferentes derivados aminados
de CALB obtenidos por la modificacion gradual con etilendiamina, fue evaluada
frente a la temperatura a 70°C y en la presencia de un co-disolvente, en este caso
THF (50 % (v/v) a 40°C, de acuerdo con lo descrito en la seccion de métodos

experimentales, numeral 3.3.2.

Los resultados obtenidos (Figura 35) muestran que la estabilidad térmica de la
CALB inmovilizada en Octil-agarosa se vio afectada por la modificacion con
etilendiamina. Los tiempos de vida media a 70°C (Tabla 12) de los derivados
modificados, disminuyeron con el aumento del grado de aminacién. Por ejemplo,
el derivado OC-CALB-EDA-10% fue 1.2 veces menos estable que el derivado no
modificado. Por su parte los derivados OC-CALB-EDA-50% y OC-CALB-EDA-
100% fueron 4.5 veces y 10 veces respectivamente, menos estable que el
derivado OC-CALB. Se obtuvo un comportamiento similar para los tiempos de vida

media de los derivados hidroxil-aminados.
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Por lo tanto, la introduccion gradual de grupos amino sobre la superficie de la
CALB gener6 una disminucién drastica en la estabilidad de la enzima. Este efecto
se debio posiblemente a que los grupos catidnicos introducidos alteraron la
densidad de carga superficial, causando con ello un cambio conformacional de la
lipasa. La nueva conformacion adoptada por la enzima es menos estable a la
temperatura de estudio debido probablemente a que los nuevos grupos
introducidos generan fuerzas de repulsion que no compensan la pérdida de
interacciones iénicas inter o intra-moleculares existentes en la conformacion de la
CALB no modificada. En consecuencia, se generarian grandes cambios
conformacionales en la estructura terciaria de la enzima promovidos por la
temperatura, lo que causa la disminucion de su estabilidad térmica (Lopéz-Gallego
y col., 2005).

Figura 35. Cursos de inactivacion térmica para los diferentes derivados
succinilados de CALB. La inactivaciéon térmica se realizé a pH 7 y 70°C, usando
como sustrato p-NPB 0.4 mM para determinar la actividad residual. (X) OC-CALB,
(m)OC-CALB-EDA-10%, (A) OC-CALB-EDA-50%, (¢) OC-CALB-EDA-100%.
Derivados hidroxilaminados: (n) OC-CALB-EDA-H-10%, (A) OC-CALB-EDA-H-
50%, (0) OC-CALB-EDA-H-100%.

-
N
o

-
o
o

[+:]
o

F -9
o

Actividad residual (%)
] [=1]
o o

o

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (min)

120



El estudio de inactivacion de los derivados aminados de OC-CALB usando
50%(v/v) de solvente orgéanico tetrahidrofurano (THF) a 40°C (Tabla 12), mostro
en general que la aminacion gradual de la CALB con EDA ocasiona posiblemente
un cambio conformacional en la estructura 3D de la enzima desfavorable para la
estabilidad. Ejemplo de ello, es la disminucion en los tiempos de vida media
exhibidos por los derivados OC-CALB-EDA-10%, OC-CALB-EDA-50% y OC-

CALB-EDA-100% en comparacion con el derivado de la enzima no modificada.

Asi, OC-CALB-EDA-10% fue 1.15 veces menos estable que el derivado no
modificado. Por su parte, los derivados OC-CALB-EDA-50% y OC-CALB-EDA-
100% presentaron una estabilidad similar, siendo 3.8 veces menos estables que el
derivado OC-CALB.

El tratamiento de los derivados aminados con hidroxilamina para regenerar las
tirosinas afectadas por la activacion con carbodiimida, permitié recuperar entre un
15 y un 20% de la estabilidad perdida por la modificacion, para los derivados OC-
CALB-EDA-50% y OC-CALB-EDA-100%. En este estudio, sobresale el incremento
en la estabilidad del derivado OC-CALB-EDA-10%, el cual no solo recuperé el
100% de la estabilidad sino que fue 2.13 veces mas estable que el derivado no

modificado.

Los resultados sugieren que los grupos hidroxilo regenerados en las tirosinas (5
residuos accesibles al medio) forman tal vez interacciones adicionales de tipo
puente de hidrogeno con el medio de reaccidn y con otros aminoacidos proximos
en la superficie proteica que estabilizan mas la conformacién adquirida por la
enzima modificada con grupos amino (Rodrigues y Col., 2011; Galvis y Col.,
2012).
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La tabla 12, resume los tiempos de vida media de los diferentes derivados de OC-
CALB aminados gradualmente con EDA, al ser incubados en tetrahidrofurano 50%
(VIv).

Tabla 12. Tiempos de vida media (horas) de los diferentes derivados
modificados de OC CALB en presencia de tetrahidrofurano 50% (v/v) / buffer
tris-HCI 50mM de pH 7 a 40°C. Los experimentos se realizaron de acuerdo a lo

descrito en la seccion de métodos experimentales, numeral 3.3.2.

Tiempos de vida media (h)
Derivados
No hidroxilaminados hidroxilaminados
OC-CALB 15 15
OC-CALB-EDA-10% 1.3 3.2
OC-CALB-EDA-50% 0.4 0.3
OC-CALB-EDA-100% 0.4 0.7

3.5.3 Influencia de la naturaleza del soporte de inmovilizacion sobre el
efecto de la modificacion de CALB con EDA y anhidrido succinico. Una vez
evaluado el efecto de la modificacion de la CALB inmovilizada en Octil-agarosa
con anhidrido succinico y con etilendiamina, sobre la actividad y estabilidad, se
estudio la influencia de la naturaleza del soporte y la orientacion de la enzima
sobre el mismo, en el efecto final de la modificacion. La CALB fue inmovilizada
covalentemente sobre el soporte comercial Eupergit C (EC) y modificada
totalmente con grupos aminos y grupos carboxilo. Posteriormente, se evalud la
actividad y enantioselectividad de estos derivados frente a sustratos quirales como
el (R/S)-mandelato de metilo, (R/S)-propanolol y (R/S)-atenolol.

3.5.3.1 Inmovilizacién covalente de CALB sobre el soporte Eupergit C (EC).

La CALB fue inicialmente purificada por cromatografia de afinidad sobre el soporte
Octil-agarosa y posteriormente desorbida del mismo usando tritén x-100, 1% (v/v)
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de acuerdo con lo descrito en la seccion de métodos experimentales, numeral
3.1.1. Una vez obtenido el extracto puro de la enzima, se diluy6 la concentracion
del detergente hasta una concentracion final de 0.1% v/v y se realizo la

inmovilizacién sobre el soporte de Eupergit C (EC).

La figura 36 muestra el curso de inmovilizacion de CALB sobre el soporte EC a
alta fuerza iénica de acuerdo a las condiciones estandar descritas por Wheatley y
col., 1999.

La inmovilizacion de la enzima sobre el soporte EC procedi6 lentamente, debido a
la presencia en el medio de triton X-100 al 0.1 %(v/v), el cual reduce la adsorcion
hidrofébica entre las moléculas de enzima y la superficie del soporte (Wheatley y
col., 1996; Mateo y Col., 2000). Después de 48 horas se inmoviliz6é cerca del 50%
de CALB. El derivado obtenido mantuvo alrededor del 90% de la actividad inicial

ofrecida al soporte. El derivado se nombré EC-CALB.

Con el fin de caracterizar solo las propiedades biocataliticas de CALB inmovilizada
covalentemente en el soporte EC, el derivado EC-CALB fue incubado en una
solucion acuosa de triton X-100 al 1%(v/v) por 48 horas. Este tratamiento permitio
desorber el 25% del total de la enzima inmovilizada en el soporte, que
correspondi6 a la fraccion de CALB inmovilizada por adsorcion hidrofobica. De
esta manera, la carga enzimética final del derivado EC-CALB fue de 1mg de

proteina por gramo de soporte.
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Figura 36. Curso de inmovilizacion de la CALB en EC. (m) suspension enzima-

soporte; (¢#) sobrenadante.
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Finalmente, el derivado EC-CALB fue modificado masivamente (modificacion del
100 %) con EDA y con anhidrido succinico de acuerdo a las condiciones descritas

anteriormente en la tabla 10. El derivado obtenido por aminacién fue nombrado
EC-CALB-EDA-100% y el obtenido por succinilacion EC-CALB-S-100%.

3.5.3.2 Hidrdlisis enantioselectiva del (R/S) mandelato de metilo catalizada
por lo derivados de OC-CALB y EC-CALB aminados y succinilados. La
propiedad catalitica mas interesante de las lipasas es la enantioselectividad frente
a sustratos quirales. En este caso, se analizo el efecto de la inmovilizacién y la
modificacion con etilendiamina y anhidrido succinico sobre la actividad y

enantioselectividad de la CALB en la hidrélisis de (R) y (S)-mandelato de metilo.

La figura 37 muestra que la naturaleza del soporte ocasiona un cambio en la
especificidad de la CALB. Se observé que los derivados de OC-CALB fueron
claramente mas activos (a excepcion del derivado OC-CALB-S-100%) en la
hidrdlisis del (R)-mandelato de metilo, en comparacion con los derivados de CALB
inmovilizados sobre EC. Los resultados pueden ser explicados por la orientacion

que adopta la enzima sobre el soporte. Mientras la inmovilizacion de la CALB
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sobre octil-agarosa estabiliza y fija la conformacién abierta de la lipasa, la
inmovilizacion sobre el soporte Eupergit C, se da a través de zonas de la enzima
que pueden estar lejanas al centro activo y al lid. Esto ocasiona que los procesos
de modificacion puedan perturbar mas fuertemente las interacciones entre el lid y
el centro activo, alterando con ello la forma exacta de este Ultimo, y en
consecuencia, la actividad catalitica (Schrag y col., 1997; Rotticci y col., 2001;
Gutierrez y col., 2007).

El derivado EC-CALB-S-100% el cual fue 1.4 veces mas activo en la hidrolisis del
mandelato de metilo que el derivado OC-CALB-S-100%. Esto puede deberse a
que la inmovilizacion covalente de la CALB sobre el soporte EC involucra
principalmente los residuos de lisina, razon por la cual es probable que el efecto
de la modificacion con anhidrido succinico sea menor en comparacion con el
derivado OC-CALB-S-100%.

Figura 37. Efecto de la naturaleza del soporte y la modificacién quimica con
EDA y anhidrido succinico sobre la actividad de la CALB en la hidrolisis del

(R)-mandelato de metilo.
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La enantioselectividad de la CALB en la hidrdlisis del (R) y (S)-mandelato de
metilo, se vio afectada tanto por la estrategia de inmovilizacibn como por la
modificacion quimica realizada (Tabla 13). Por ejemplo, el derivado OC-CALB-
EDA-100% fue 2.2 veces y 1.4 veces mas enantioselectivo que los derivados OC-
CALB-S-100% y OC-CALB, respectivamente.

Con el cambio en la naturaleza quimica del soporte y la orientacion de la enzima
sobre el mismo, la enantioselectividad de la CALB se vio afectada de manera
dramatica. Por ejemplo, la disminucion de la enantioselectividad del derivado EC-
CALB-EDA-100% en un factor de 2.2 veces en comparacion con el derivado OC-
CALB-EDA-100%. Sin embargo, es de resaltar que la enantioselectividad del
derivado EC-CALB se incrementd en un factor de 2.2 veces debido a la aminacién
con EDA y 1.8 debido a la succinilacién.

Por lo tanto, los resultados obtenidos confirman que el efecto de la modificacion
quimica en fase solida sobre las propiedades biocataliticas de CALB es
dependiente de la zona de la proteina involucrada en el proceso de inmovilizacion
y de la rigidez que adopte su estructura 3D sobre la superficie del soporte
(Cabreray Col., 2009; Forde y Col., 2010; Diaz-Rodriguez y Davis, 2010).

Tabla 13. Efecto de la naturaleza del soporte y la modificacion quimica en
fase soélida con etilendiamina y anhidrido succinico sobre la
enantioselectividad de la CALB catalizando la hidrélisis de (R) y (S)-

mandelato de metilo 10 mM, pH 7.

Derivado Enantiopreferencia E*
OC-CALB R 255+0.2
OC-CALB-EDA-100% R 35.6+1.2
OC-CALB-S-100% R 16.3+0.5
EC-CALB R 7.5%0.7
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Derivado Enantiopreferencia E*
EC-CALB-EDA-100% R 16.6 +1

EC-CALB-S-100% R 13.2+0.8
* E| valor E se determind como la razén: Actividad frente a R-mandelato de metilo /

Actividad frente a S-metil mandelato.

3.5.4 Transesterificacion enantioselectiva del (R/S) propanolol y (R/S)-
atenolol catalizada por lo derivados de EC-CALB aminados y succinilados.
Se analizo el efecto de la modificacion quimica de los derivados de EC-CALB
sobre su enantioselectividad en la reaccion de transesterificacion del (R/S)-
propanolol y (R/S)-atenolol. Estos 3-aminoalcoholes son ampliamente usados en
la industria farmacéutica como agentes antihipertensivos por sus efectos
blogueadores (antagonista) de los receptores beta-adrenérgicos (Avila y col.,
2005).

Aunque la esterificacion catalizada por lipasas en solventes organicos provee
nuevas rutas de sintesis organica, deben resolverse diversos problemas como la
pérdida de actividad enzimatica en medio organico y las dificultades asociadas con
la reversibilidad de las reacciones de esterificacibn ocasionadas por el agente
acilante (Reetz, 2002; Klibanov, 2001). Por lo tanto, teniendo en cuenta esto, las
condiciones de reaccién para la trans-esterificacion del (R/S)-propanolol y (R/S)-

atenolol fueron previamente estandarizadas (ver anexo 1).

3.5.4.1 Transesterificacion enzimatica del (R/S)-Propanolol. La actividad y
enantioselectividad de las reacciones de transesterificacion de (R/S)-propanolol
catalizadas por los derivados de EC-CALB modificados por aminacion vy
succinilacion (figura 38), fue evaluada en un rango comprendido entre el 15y 20%

de conversién y analizada por HPLC quiral.
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Figura 38. Resolucion cinética de (R/S)-propanolol los

derivados modificados de EC-CALB.
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Los resultados obtenidos (tabla 14) mostraron que el derivado de EC-CALB fue
1.2 veces mas activo que los derivados modificados EC-CALB-EDA-100% y EC-
CALB-S-100% Esto

sugiere que los procesos de modificacion realizados — aminacion y succinilacion —

catalizando la trans-esterificacion del (R/S)-propanolol.
ocasionaron cambios en la especificidad de la enzima si se compara con la
actividad mostrada por los mismos derivados en la hidrdlisis del mandelato de

metilo.

Tabla 14. Enantioselectividad de las preparaciones inmovilizadas de CALB

en la transesterificacion del propanolol.

. Enantio- Actividad
Derivado _ i eep (%) E
preferencia | especifica (U/Q)

EC-CALB R 0.61 96 57

EC-CALB-EDA-
R 0.49 77.4 9

100%

EC-CALB-S-100 R 0.48 75.7 8
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Conversion y ee, (%) fue estimado por HPLC. Condiciones de reaccion:
propanolol (0.1mmol), acetato de vinilo (0.3 mmol), derivado (50 mg) y tolueno

(hasta completar un volumen total de 3 ml).

Por otra parte, en la tabla 14 se observa que la modificaciébn quimica por
aminacion y succinilacion disminuyé de forma dramatica la enantioselectividad del
derivado de EC-CALB en la trans-esterificacion del (R/S)-propanolol. Por ejemplo,
el derivado EC-CALB aminado masivamente con EDA (EC-CALB-EDA-100%) fue
6.6 veces menos enantioselectivo que el derivado EC-CALB. Entre tanto, el
derivado EC-CALB-S-100% fue 7.2 veces menos enantioselectivo que el derivado

no modificado.

Los resultados obtenidos confirman una vez mas la hipétesis de que las
modificaciones con etilendiamina y anhidrido succinico generan cambios en las
interacciones electrostaticas a nivel global en la superficie proteica y a nivel local
entre el lid con zonas cercanas al centro activo de la CALB. Es probable que estos
efectos repercutieran en la rigidez, orientacién y forma exacta del centro activo,
alterando con ello la enantioselectividad de la lipasa (Schrag y Col., 1997; Rotticci
y col., 2001; Gutierrez y col., 2007).

3.5.4.2 Transesterificacion enzimatica del (R/S)-Atenolol. De manera similar al
propanolol, se evalué la actividad y enantioselectividad de los diferentes
derivados de EC-CALB modificados con etilendiamina y anhidrido succinico en la

transesterificacion del (R/S)-atenolol (Figura 39).
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Figura 39. Resolucidn cinética de (R/S)-Atenolol catalizada por los derivados
modificados de EC-CALB.
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La tabla 15, muestra las actividades y enantioselectividades de los diferentes
derivados modificados de EC-CALB. De alli, se puede observar de nuevo que las
modificaciones masivas realizadas con etilendiamina y anhidrido succinico sobre
el derivado EC-CALB ocasionaron un cambio en la actividad exhibida por la
enzima. Por ejemplo, el derivado EC-CALB fue 6 y 7.2 veces menos activo que los
derivados EC-CALB-EDA-100% y EC-CALB-S-100%, respectivamente, en la

transesterificacion enantioselectiva de (R/S)-atenolol.

Estos resultados contrastan con las actividades exhibidas por estos mismos
derivados en la transesterificacion del (R/S)-propanolol, en donde el derivado EC-
CALB fue mas activo que los derivados modificados con etilendiamina y anhidrido
succinico. Lo anterior sugiere que probablemente las modificaciones quimicas
realizadas sobre el derivado EC-CALB ocasionaron cambios en la forma exacta
del centro activo, con lo cual la especificidad de la lipasa se vio alterada hacia uno
u otro sustrato (Cabrera y Col., 2009; Wang y Tsai, 2009; Rodrigues y Col., 2011).
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Los derivados modificados de EC-CALB mostraron diferentes valores de E en la
transesterificacion del (R/S)-atenolol. En la tabla 15 sobresale la alta
enantioselectividad mostrada por el derivado EC-CALB a pesar de ser el derivado
menos activo. Por su parte, los derivados EC-CALB-EDA-100% y EC-CALB-S-
100% fueron 2.8 y 4.3 veces respectivamente, menos enantioselectivos que el

derivado no modificado.

Tabla 15. Enantioselectividad de las preparaciones inmovilizadas de CALB

en la transesterificacion del (R/S)-atenolol.

. Enantio- Actividad
Derivado _ i eep (%) E
preferencia especifica (U/g)
EC-CALB R 0.11 £0.03 96 65
EC-CALB-EDA-
R 0.66 = 0.05 77.4 23
100%
EC-CALB-S-
R 0.79 £ 0.08 75.7 15
100

Conversion y ee, (%) fue estimado por HPLC. Condiciones de reaccion: Atenolol
(0.05 mmol), acetato de vinilo (0.15 mmol), derivado (50 mg) y tolueno (hasta

completar un volumen total de 3 ml).

3.6 CONCLUSIONES

e La modificacion gradual con anhidrido succinico y con etielendiamina de la
CALB inmovilizada sobre Octil-agarosa ocasion6 efectos variados en la
actividad de la lipasa frente al p-NPB. Por ejemplo, la carboxilacién gradual de
la superficie de la CALB con anhidrido succinico ocasioné en general un
decrecimiento drastico en la actividad de la enzima (76% para el derivado

aminado masivamente) con respecto al derivado no modificado. Sin embargo,
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la modificacion con etilendiamina (modificacién al 100%) mantuvo e inclusive

incremento la actividad de la CALB.

La introduccidon de grupos catidnicos y grupos anionicos sobre la superficie
proteica alter6 la estabilidad de la CALB frente al efecto de la temperatura (70
°C). En este sentido, la modificacién gradual con anhidrido succinico ocasioné
una mejora en la estabilidad térmica (factor de 2), mientras que la aminacion
en general disminuy6é de forma dramatica la termoestabilidad de la enzima

hasta en un factor de 10 veces (derivado modificado 100%).

En cuanto a la estabilidad en presencia de un co-solvente organico como el
THF, los derivados de OC-CALB modificados por aminacion y succinilacion

fueron en general menos estables que el derivado no modificado OC-CALB.

La naturaleza del soporte y la estrategia de inmovilizacion empleadas juegan
un rol importante en el efecto final de la modificacion quimica de la CALB en
fase sdlida. Por ejemplo, las modificaciones con EDA y anhidrido succinico de
los derivados de CALB inmovilizados en Octil agarosa (por adsorcion) y
Eupergit C (por enlace covalente) produjeron un cambio drastico en la
especificidad y enantioselectividad de la enzima en la hidrdlisis del (R) y (S)-

mandelato de metilo.

La modificacién quimica por aminacién y succinilacién del derivado EC-CALB,
ocasiond una fuerte caida en el valor de la enantioselectividad de los
derivados EC-CALB-EDA-100% y EC-CALB-S-100% en la transesterificacion
del (R/S)-propanolol. Asi, el derivado no modificado EC-CALB (E=57) fue 6.6 y
7.2 veces mas enantioselectivo que los derivados EC-CALB-EDA-100% y EC-
CALB-S-100%, respectivamente.
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Los derivados EC-CALB-A-100% y EC-CALB-S-100% exhibieron valores de E
aceptables en la transesterificacion del (R/S)-atenolol (E=23 y E= 15,
respectivamente) en comparacion con la enantioselectividad exhibida por
estos mismos derivados frente al (R/S)-propanolol (E=9, E=8,

respectivamente).

Finalmente es posible concluir que la alteracion de la densidad de carga
superficial de la CALB a través de la modificacion quimica con etilendiamina y
anhidrido succinico permiti6 alterar las propiedades biocataliticas de la

enzima.
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4. MODULACION DE LAS PROPIEDADES DE LA CALB POR MODIFICACION
EN FASE SOLIDA CON m-POLIETILENGLICOL SUCCINICO

4.1 INTRODUCCION

La modificacién quimica de proteinas es una poderosa herramienta que permite
modular las propiedades biocataliticas de las enzimas a través de la alteracion de
la naturaleza fisico-quimica de la superficie enzimética (Davis, 2003; O’fagain,
2003).

En este sentido, una estrategia estudiada para incrementar la solubilidad, actividad
y estabilidad de las enzimas en solventes organicos es la modificacion de los
residuos reactivos de la superficie enzimatica con polietietilenglicol (PEG) a través
de uniones covalentes (Kim y col., 2007; Godoy y col., 2010). Se trata de una
modificacion de gran aplicacién a nivel biolégico y terapéutico, cuyos estudios
iniciaron en 1970 con la PEGilacién de la albumina y la catalasa (Veronese, 2001).
En la actualidad estos estudios se han expandido al campo de la inmunologia y la

biocatalisis, entre otros.

El PEG es un polimero anfifilico, inerte y no toxico con residuos de etileno que
confieren hidrofobicidad a la cadena incrementado la solubilidad en medio
organico, y un oxigeno que permite fuertes interacciones con el agua, lo que
ayuda a mantener el microambiente acuoso de la enzima modificada, resultando
esencial para la actividad en solventes organicos (Bailon y Berthold, 1998; Hernaiz
y col., 1999; Pozzo y col., 2000; Roberts y Col., 2002; Godoy, y col., 2009; Pinholt
y col, 2010).
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La conjugacion del PEG a otras moléculas se hace a través de dos grupos
hidroxilo terminales de la cadena lineal. Este proceso es tipicamente hecho por la
generacion de un intermediario electrofilico (PEG activado) capaz de acoplarse
espontaneamente a un residuo nucleofilico de una segunda molécula (proteina).
Dentro de los agentes activantes del polietilenglicol se encuentra el cloruro
ciandrico gue es altamente toxico y otros agentes menos toxicos como p-nitrofenil
cloroformato, succinimidil succinato o carbonato, cloruro de tresilo, diclorotriazina

entre otros (Koops y col., 1999; Veronese, 2001; Roberts y col., 2002).

De las rutas utilizadas para llevar a cabo la PEGilacion de proteinas y que han
sido documentadas por Kodera y colaboradores (1998), Roberts (2002) y Kim y
colaboradores (2007), se encuentra aquella en la que el PEG es activado con
grupos funcionales adecuados para la reaccion de aminas primarias o e-amino de
los residuos de lisina a través de la generacion de un intermediario carboxilico
como por ejemplo el MPEG-COOH, SS-mPEG (succinimidil succinato mPEG)
(figura 40).

Figura 40. Modificacion de enzimas con mPEG. A) Activacién de PEG con
anhidrido succinico. B) Modificacion de CALB con mPEG-succinico.
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Woghiren y colaboradores (1993), Godoy y colaboradores (2010) utilizaron
agentes activantes con presencia de grupos tiol para activar polietilenglicoles que
posteriormente reaccionaron con los grupos tiol de las cisteinas (los cuales se
encuentran en menor proporcién que las lisinas en la superficie enzimatica) de la
papaina y de la lipasa de Geobacillus thermocatenulatus BTL2. De esta manera,

se generaron modificaciones sitio dirigidas tras la formacion de enlaces di-sulfuro.

La efectividad de la modificacion quimica con PEG es altamente dependiente del
tipo de activacion del polimero y del nimero de residuos aminoacidicos sobre la
superficie enzimatica susceptibles a la modificacion (Veronese, F., 2001; Kim y
col., 2007). La CALB dispone sobre la superficie proteica de 9 residuos lisinicos
accesibles a la modificacion con mPEG-COOH. Sin embargo, es probable que la
reaccion de modificacion se vea afectada por el nidmero limitado de lisinas
(Veronese, F., 2001; Kim y col.,, 2007). Por lo tanto, es posible que una
modificacion previa de CALB con EDA, permita incrementar de manera notable el
namero de grupos amino por molécula de lipasa, facilitando con ello la posterior

reaccion de modificacién con mPEG-COOH.

De acuerdo con lo descrito en los capitulos 1 y 2, la aminacion de CALB en fase
sélida permite mantener (o incluso aumentar bajo ciertas condiciones y sustratos)
en un alto porcentaje la actividad y estabilidad de la enzima (Rodrigues y col.,
2011; Galvis y Col., 2012). Tal vez, la ventaja mas importante de la aminacion de
proteinas con EDA es que los nuevos grupos amino introducidos sobre la
superficie proteica de la enzima tienen un valor de pK mas bajo (pK 9.2), que los
grupos €-amino de los residuos de lisina (pK 10.2). Por tanto, la aminacién de la
superficie de la enzima permite disponer de grupos amino mas reactivos que
pueden facilitar la modificacion masiva de la enzima con el PEG succinilado

(Fenandez-Lafuente y col., 1998; Rodrigues y col., 2011).
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Las lipasas son las enzimas mas utilizadas en biocatélisis (Gandhi, 1997; Pandey
y Col., 1999) y en muchas ocasiones han sido objeto de la modificacion con PEG
para incrementar su solubilidad en medios organicos. Ademas, teniendo en cuenta
el mecanismo de accion de las lipasas, que implica una gran movilidad en las
proximidades del centro activo debido a su mecanismo de activacién interfacial, es
probable que cualquier modificacion en su superficie proteica ocasione en gran

medida la alteracion de sus propiedades biocataliticas finales.

Se han reportado muchos ejemplos de la alteracion de las propiedades de las
lipasas por inmovilizacion (Mateo y col. 2007; Hernandez y Fernandez-Lafuente,
2011; Rodrigues y col.,, 2012), modificacion quimica (Palomo y col., 2007;
Rodrigues y col., 2011; Marciello y col., 2012), ingenieria del medio y manipulacion
genética (Kaur y Sharma, 2006; Turner, 2009). En este sentido, la modificacion de
la enzima con PEG -un polimero grande e hidrofébico- no solo puede incrementar
la solubilidad de la misma en medio organico, también puede alterar la movilidad
del lid (debido al gran tamafo del agente modificante) y con ello la conformacién
exacta del centro activo (por la alteracion de las interacciones en la superficie
proteica). Adicionalmente, el efecto de la modificacion quimica es dependiente del

protocolo de inmovilizacion.

Por lo tanto, en este capitulo, se estudi6 la alteracion de las propiedades
biocataliticas de CALB a través de una nueva estrategia de modificacion que
involucra la introduccion de cadenas poliméricas de polietilenglicol succinato (via
activacion con 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) sobre la superficie
enzimatica de CALB inmovilizada sobre el soporte Octil-agarosa. Adicionalmente,
se analizé el efecto de la aminacion de la CALB en fase sdlida y su posterior
modificacion de manera controlada mediante la reaccion entre los nuevos grupos

amino introducidos con m-PEG-COOH.
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4.2 MATERIALES

La lipasa B de Candida antarctica (CAL-B) fue obtenida de Novozymes. El Octil
agarosa 4BCL, Triton X-100, p-nitrofenilbutirato (pNPB), el &cido picril sulfénico
(TNBS), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC), N-hidrosuccinimida
(NHS), el monometoxi polietilenglicol Mn 5000 (mPEG), (R/S)-mandelato de
metilo, (R/S)-Propanolol-HCI, (R/S)-Atenolol-HCIl y cada uno de los isbmeros
puros fueron obtenidos de Sigma Aldrich (St. Louis, Mo, USA). El soporte de
Eupergit C fue donado por Rohm Pharma (Darstamdt, Alemania). Los marcadores
de peso molecular de proteinas para electroforesis de proteinas 1D se obtuvieron
de Fermentas. Los reactivos utilizados en la sintesis y en las reacciones fueron

todos de grado analitico y suministrado por Sigma Aldrich y Merck.

4.3 METODOS EXPERIMENTALES

En la figura 41 se presenta el esquema de la metodologia propuesta para el logro
de los objetivos. Inicialmente, la CALB fue inmovilizada por adsorcion interfacial
sobre geles de Octil-agarosa (OC-CALB). Posteriormente, el derivado obtenido
OC-CALB fue modificado con mono-metoxi polietilenglicol (m-PEG-COOH)
siguiendo dos rutas diferentes: 1) Una vez obtenido el derivado OC-CALB, fue
aminado masivamente con EDA y posteriormente modificado con m-PEG-COOH.
2) el derivado OC-CALB fue modificado directamente con el m-PEG-COOH. En

ambos casos el grado de pegilacion fue controlado.

Las condiciones de modificacion fueron estudiadas en el derivado de CALB
inmovilizada de forma covalente sobre el soporte Eupergit C (EC-CALB).
Finalmente, se evaluod el efecto de la modificacion con PEG sobre las propiedades
biocataliticas de los derivados OC-CALB y EC-CALB.
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Figura 41. Metodologia general realizada para la modificacién de la CALB
con PEG.

CALB
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4.3.1 Inmovilizacién de CALB sobre diferentes soportes. La CALB fue
inmovilizada mediante dos protocolos de inmovilizacion diferentes. Uno que
involucraba la adsorcion reversible de la enzima sobre el soporte Octil-agarosa. Y
el otro a través de la formacién de enlaces covalentes entre los grupos amino de

los residuos lisinicos de CALB y los grupos epoxicos del soporte Eupergit C.

4.3.1.1 Inmovilizacién de CALB por adsorcion hidrofébica sobre Octil-
agarosa (OC). La CALB fue inmovilizada a baja fuerza i6nica de acuerdo a lo
propuesto por Bastidas y col., 1998. Un ml del extracto comercial de CALB, con
una concentracion de proteina de 5.9 mg/ml y una actividad especifica de 4.9
U/mg, fueron diluidos en 99 ml de buffer fosfato de Sodio 5 mM de pH 7. A
continuacion, se adicionaron 10 gramos secos de soporte Octil-agarosa.
Periddicamente, se evalud el proceso de inmovilizacion de CALB sobre el soporte,
midiendo la actividad residual de la suspension y el sobrenadante en la hidrolisis

del p-NPB (Ver numeral 4.1). Después de 3 horas a 4 °C, bajo agitacion constante

139



a 250 rpm, la suspension de inmovilizacion fue filtrada y la lipasa inmovilizada fue
lavada 3 veces con agua destilada y buffer fosfato de sodio 25 mM de pH 7. El
derivado fue llamado OC-CALB.

4.3.1.2 Inmovilizacion de CALB en Eupergit C. Para la inmovilizacion de CALB
en el soporte Eupergit C, la lipasa fue previamente purificada mediante
cromatografia de adsorcion interfacial a baja fuerza ionica sobre Octil-agarosa (ver
numeral 3.1.1) y desorbida del soporte con tritobn x-100 como se describe a

continuacion:

Purificacion de CALB

2. ml del extracto comercial de la CALB (concentracion de proteina de 5,9 mg/ml)
fueron diluidos en 98 ml de buffer fosfato de Sodio 5 mM de pH 7 (relacion 1/50) y
adicionados a 10 gramos de Octil-agarosa. Transcurridas 3 horas del proceso, la
enzima adsorbida fue filtrada y lavada con agua destilada. A continuacion, la
CALB adsorbida en Octil-agarosa fue re-suspendida en 100 mL de buffer fosfato
de sodio (5 mM) de pH 7, que contenia triton X-100 al 1% (v/v). Este tratamiento
permiti6 desorber la enzima purificada del soporte (Bastida y col.,, 1998;;

Fernandez-Lorente y col., 2008).

Inmovilizacion de CALB en Eupergit C.

1 gramo del soporte Eupergit C, fue suspendido en 10 mL de solucidn enzimatica
previamente purificada que contenia buffer fosfato de sodio 1M de pH 7 vy triton X-
100 al 0.1% (v/v). Periédicamente, se evalu6 el proceso de inmovilizacién de la
CALB sobre el soporte, midiendo la actividad residual de la suspension y el
sobrenadante en la hidrélisis del p-NPB (Ver numeral 4.1). Una vez finalizado el
proceso de inmovilizacion, la suspension fue filtrada y lavada 3 veces con buffer
fosfato de sodio 25 mM de pH 7.
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Finalmente, el derivado de CALB obtenido fue incubado en 5 mL de una solucion
de fosfato de sodio (50 mM) que contenia glicina-HCI 1M a pH 8.5, con el fin de
bloguear los grupos epoxi que no participaron en la inmovilizacion. Después de 24
horas de incubacion el derivado fue lavado con agua destilada y buffer fosfato de
sodio 25 mM pH 7, y almacenados a 4 °C. El derivado fue llamado EC-CALB.

4.3.2 Modificacién de OC-CALB y EC-CALB con Etilendiamina (EDA) y con
mono-metoxi polietilenglicol succinico (m-PEG-COOH). La CALB inmovilizada
previamente sobre los soportes octil-agarosa (OC-CALB) y Eupergit C (EC-CALB)
fue modificada por dos rutas. 1) la CALB fue directamente modificada con m-PEG-
COOH. 2) la enzima fue aminada masivamente y a continuacion modificada con

m-PEG succinico.

4.3.2.1 Aminacion de los derivados OC-CALB y EC-CALB. Un gramo de
derivado OC-CALB fue incubado en 10 mL de una solucion de EDA 1M a pH 4.75
bajo agitacion continua. La reaccion de modificacion del derivado de CALB se
inicioé con la adicion de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) 10mM.
Después de 90 minutos de agitacion a temperatura ambiente, los derivados
aminados de CALB se lavaron con buffer fosfato 25mM, pH 7 y un exceso de agua
destilada y se filtraron al vacio (Carraway y Koshland, 1966; Cabrera y col., 2009;
Rodrigues y col., 2009).

Una vez obtenido el derivados de CALB modificado por aminacién (OC-CALB-
EDA), fue incubado en hidroxilamina-HCI 1M a pH 7 durante aproximadamente
una hora a 25°C para recuperar los residuos hidroxilo de las tirosinas que hubieran
resultado afectados por el proceso de modificacion quimica (Carraway y Koshland,
1968; Geoghegan, 2001; Hermanson, 2008).
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El procedimiento anterior fue realizado de forma similar para los derivados de
CALB inmovilizados covalentemente sobre el soporte Eupergit C (EC-CALB). El
derivado obtenido se nombré como EC-CALB-EDA.

4.3.2.2 Modificacion de los derivados OC-CALB, OC-CALB-EDA, EC-CALB y
EC-CALB-EDA con m-PEG-COOH. Para la modificacion de los derivados OC-
CALB, OC-CALB-EDA, EC-CALB y EC-CALB-EDA con polietilenglicol, el PEG fue

previamente activado con grupos carboxilo como se describe a continuacion:

4.3.2.2.1 Preparacion de mPEG-COOH. La activacién del PEG se realiz6 de
acuerdo a lo descrito por Godoy y Col. (2009): 15 gramos de mono-metoxi-
polietilenglicol (MPEG) y un gramo de anhidrido succinico (relacion molar 1:1)
fueron disueltos en 100 ml de CHCI,, Para facilitar la disolucion del anhidrido se
adiciond 1.3 mL de trietil-amina y la mezcla se mantuvo en agitacion constante a
25 °C. Transcurridas 20 horas de reaccion, el solvente fue removido a través de
rota-evaporacion y el producto obtenido (mMPEG-COOH) fue caracterizado
mediante Espectrocopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)
comparandolo con el espectro FTIR del m-PEG sin modificar (Ver anexo 1 datos
espectrales) (Son y col., 2007; Godoy y col., 2009).

4.3.2.2.2 Modificacion de OC-CALB, OC-CALB-EDA, EC-CALB y EC-CALB-
EDA con m-PEG-COOH. Un gramo del derivado de OC-CALB se incub6 en una
solucion de metoxi-polietilenglicol succinilado (MPEG-COOH) 10mM a pH 8. La
reaccion de modificacion se inicio con la adicion de 19.2 mg de EDAC, para
obtener una concentracion final de 100mM de carbodiimida (EDAC). Trascurridos
90 minutos de reaccion con agitacion constante a temperatura ambiente, el
derivado OC-CALB-EDA-PEG fue lavado con un exceso de agua destilada, filtrado
al vacio y almacenado a 4 °C (Hermanson, 2008; Godoy y Col., 2009). El derivado
obtenido fue llamado OC-CALB-PEG.
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El procedimiento anterior fue realizado de forma similar con los derivados OC-
CALB-EDA, EC-CALB y EC-CALB-EDA. Los biocatalizadores obtenidos mediante
el tratamiento con MPEG-COOH fueron llamados OC-CALB-EDA-PEG, EC-CALB-
PEG y EC-CALB-EDA-PEG.

4.3.3 Efecto de la modificacién de los derivados OC-CALB y EC-CALB con
EDA y PEG sobre la actividad enzimética frente al p-NPB. La actividad
enzimética de los derivados OC-CALB y EC-CALB modificados con EDA y PEG
fue evaluada en la hidrélisis del p-NPB, de acuerdo a lo descrito en el numeral 4.1.

4.3.4 Evaluacion de la estabilidad de los derivados de OC-CALB modificados
con EDA y PEG. La estabilidad de los derivados OC-CALB aminados y PEGilados
fue evaluada frente a una temperatura de 60°C y en presencia de 50% de
tetrahidrofurano (THF)/ buffer Tris-HCI 50mM a pH 7 a 40°C.

4.3.4.1 Estabilidad térmica. La termo-estabilidad de los derivados OC-CALB, OC-
CALB-EDA y OC-CALB-EDA-PEG se determiné por triplicado a 70°C tal como se

describe a continuacion:

500 mg del respectivo derivado de OC-CALB fueron incubados en 5 ml de buffer
fosfato 25 mM de pH 7. Peridédicamente, se extrajeron 100 uL de suspension y se

determiné la actividad residual usando como sustrato p-NPB. (Ver seccion 4.1).

4.3.4.2 Estabilidad frente a THF. Los derivados OC-CALB, OC-CALB-EDA y OC-
CALB-EDA-PEG fueron incubadas en una mezcla al 50% de tetrahidrofurano
(THF)/ buffer Tris-HCI 50 mM a pH 7 y a 40 °C. Periddicamente, se extrajeron 100
ML de suspension para evaluar la actividad enzimatica residual frente al sustrato p-

NPB tal como se describe en el punto 4.1.
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4.3.5 Evaluacion de la especificidad y enantioselectividad de los derivados
modificados de la CALB. La especificidad y enantioselectividad de los derivados
modificados de la CALB fue evaluada en la reaccion de hidrolisis de (R) y (S)-
Mandelato de metilo y en las transesterificaciones de los aminoalcoholes (R/S)-
propanolol y (R/S)-atenolol

4.3.5.1 Estudio del efecto de la modificacion quimica de los derivados EC-
CALB y OC-CALB con EDA y PEG sobre la hidrélisis enantioselectiva del
(R/S) mandelato de metilo La actividad enzimética y enantioespecificidad de los
derivados OC-CALB, OC-CALB-EDA, OC-CALB-EDA-PEG , EC-CALB, EC-CALB-
EDA y EC-CALB-EDA-PEG fue evaluada en la hidrélisis en medio acuoso del
mandelato de metilo, de forma similar a lo descrito en el capitulo 1, seccion 3.5 de
la tesis doctoral.

4.3.5.2 Estudio del efecto de la modificacion quimica de los derivados EC-
CALB, sobre la trans-esterificacion enantioselectiva de (R/S)-propanolol y
(R/S)-atenolol. Se evaluo la enantioselectividad de los derivados EC-CALB, EC-
CALB-EDA y EC-CALB-EDA-PEG en las reacciones de trans-esterificacion de los
sustratos quirales propanolol y atenolol (curvas de calibracion anexo 2). Se utilizé
acetato de vinilo como donor acilo y tolueno como solvente organico (Barbosa y
col., 2011).

Inicialmente, se prepar6 una soluciéon 200 mM de (R/S)-propanolol (o atenolol) en
metanol para facilitar la dilucion de los mismos. A continuacién, para las
reacciones de trans-esterificacion del propanolol se llevdo a cabo la siguiente
mezcla de reaccion: 0.1 mmol (25.93 mg) de (R/S)-propanolol, 0.3 mmol (27.71pL)
de acetato de vinilo y tolueno hasta completar un volumen final de 3 mL. La
reaccion inicié con la adicién de 50 mg de derivado enzimatico (EC-CALB-A, EC-
CALB-PEG, EC-CALB-S).
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Finalmente, para las reacciones de transesterificacion del atenolol, se fij6 un
volumen de reacciéon en 3mL conformados por: 0.05 mmol (13.3 mg) de (R/S)-
atenolol, 0.1 mmol (9.23 pL) de acetato de vinilo y tolueno hasta completar el
volumen final. La reaccion inicié con la adicion de 50 mg del derivado enzimatico
(EC-CALB, EC-CALB-EDA y EC-CALB-EDA-PEG) (Barbosa y col., 2011).

Los productos de la reaccién fueron determinados por HPLC en fase reversa,
usando un equipo HPLC (Agilent 1100) con una columna Zorbax C-18 (5 um, 250
x 4.6mm). La fase movil consistié de una mezcla isocratica de acetonitrilo-buffer
fosfato 25 mM pH 6, en una proporcién volumétrica 70:30 (v/v). Los compuestos
se determinaron utilizando un detector con arreglo de diodos UV a 289 nm y un
flujo de 1 mL/min, con un volumen de 57| de inyeccién y tiempos de retencion de
2.8 min R-propanol, 3.0 min S-propanol, 3.4 min R butiril propanol, 2.8 min R-

atenolol, 2.9 min S-atenolol, 3.3 min R-O-acetil atenolol y 6.4 min para el tolueno.

4.4 METODOS ANALITICOS

4.4.1 Determinacién estandar de la actividad enzimética frente al p-nitrofenil-
butirato (p-NPB). La actividad catalitica de CALB se cuantificé de forma continua
a través del método de velocidades iniciales de reaccién. El ensayo se llevé a
cabo midiendo el aumento en el valor de absorbancia a 348 nm, producido por la
formacién del producto p-nitrofenol (coeficiente de extincién molar= 5150 cm™M™)
generado por la hidrolisis de p-NPB 0.4 mM, disuelto en tampodn fosfato soédico 25
mM de pH 7 y a 25 °C. Para iniciar la reaccion, 100 yL de solucion lipasica se
afiadieron a 2.5 mL del sustrato. Una unidad internacional de actividad enzimatica
fue definida como la cantidad de lipasa que es necesaria para hidrolizar 1umol de

p-NPB por minuto (IU) bajo las condiciones descritas anteriormente.
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4.4.2 Determinacion del grado de modificacion. El grado de modificacion fue
determinado mediante la titulacion de los grupos aminos primarios usando la
metodologia del acido picril sulfénico (Montes et al., 2006; Snyder et al., 2005). A
350 mg derivado enzimatico de CALB modificado, se adicionaron 3 mL de solucion
de &cido picril sulfénico o TNBS 0.1% (p/v) a pH 8. Después de 30 minutos de
reaccion a temperatura ambiente, el derivado se lavé con agua destilada. 200 mg
se resuspendieron en 2.1 mL de borato de sodio 1M pH 9 y la medicion de
absorbancia se llevé a cabo a 430nm. Se us6 como blanco de reaccion octil-

agarosa libre de enzima.

4.4.3 Estudios electroforéticos de los derivados modificados de CALB

4.4.3.1 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes. En la electroforesis en
condiciones desnaturalizantes o0 SDS-PAGE (Laemmli 1970), se utilizé el buffer de
ruptura (Tris-HCI 62,5 mM pH 6.8, 2% SDS, 5% B-mercaptoetanol, 5% glicerol) y
geles de poliacrilamida al 12%(p/v) en la zona de separacion y de 5% (p/v) en la
zona de concentracion. A 10 mg de derivado enzimatico se le adicionaron 30 uL
de buffer de ruptura y se calentaron en un bafio de agua en ebullicion durante 5
minutos. Posteriormente, fueron mantenidas en bafio de hielo durante 5 minutos.
Finalmente, se adicionaron 20uL de muestra. La electroforesis se llevd a cabo en
un equipo PowerPac HC (BIORAD), a temperatura ambiente y a un voltaje de
150V durante 1 hora.

4.4.3.2 Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (nativa-PAGE).
Para la electroforesis en condiciones no desnaturalizantes o nativa-PAGE
(Laemmli, 1970 modificado), 50 mg de derivado enzimatico fueron re-suspendidos
en 0.5 mL de una solucion de Triton al 1% (v/v) en buffer fosfato 25mM pH 7 por
24 h a 4 °C. Al sobrenadante se le adicioné buffer de corrida sin SDS ni
mercaptoetanol. Finalmente, se adicionaron 20uL de muestra en geles de

concentracion 5%(p/v) y de separacion 12%(p/v) de poliacrilamida sin SDS, a
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temperatura ambiente y a un voltaje de 150 V durante 4h en un equipo PowerPAC
HC (BIORAD). El revelado de las proteinas se realiz6 mediante tincion con azul
brillante de Coomassie R-250 y usando marcadores de peso molecular (200-7
kDa). Los geles obtenidos fueron posteriormente escaneados con un densitometro
UMAX PowerLook 2100XL y visualizados a través del software PDQuest (Biorad).

4.4.4 Determinacion del exceso enantiomérico (ees y eep) y de la
enantioselectividad (E) de una reaccion reversible. Los excesos enantiomérico
(ees) del S-Propanolol, del S-Atenolol y del éster formado (ee,) se analizaron por
HPLC quiral (curvas de calibracién en anexo 5), cuando la reaccion enzimatica
alcanzé una conversion de 20-30%. Los productos de reaccidon se determinaron
usando una columna quiral (ES-OVM, Agilent technologies, USA). Para su
separacioén se utiliz6 como fase moévil una mezcla isocratica de metanol/buffer
fosfato pH 6 (30:70 v/v) a un flujo de 1 mL/min utilizando un equipo de HPLC
(Agilent 1100). La relacion enatiomérica se calculé usando un estandar interno y la

ecuacion reportada por Chen y col.,(1982).

4.5 RESULTADOS Y DISCUSION

4.5.1 Inmovilizacion de CALB en Octil-agarosa. La CALB fue inmovilizada por
adsorcion interfacial a baja fuerza idnica, de acuerdo con lo propuesto por Bastida
y Col., (1998). Los resultados obtenidos sefialan que al cabo de 60 minutos de
incubacion de la suspension enzimatica, se logro una inmovilizacion del 95 % de la
CALB, con una carga enzimatica de 1mg de proteina/g soporte. El derivado fue
nombrado como OC-CALB.

4.5.2 Modificacién del derivado OC-CALB con Etilendiamina (EDA) y con

mono-metoxi polietilenglicol succinico (m-PEG-COOH). EIl derivado de OC-

CALB fue modificado a través de la introduccion de cadenas hidrofébicas de
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metoxi-poli-etilenglicol succinico (m-PEG-COOH) de acuerdo con lo propuesto por
Godoy y Col., (2009). EI m-PEG-COOH contiene un grupo carboxilico terminal que
reacciona con los grupos amino, principalmente los e-amino de los residuos de

lisina.

Teniendo en cuenta que la CALB dispone de 9 residuos de lisina (y del grupo
amino terminal de la leucina) accesibles a la modificacion quimica, se intentd
introducir 9 cadenas de mPEG por molécula de lipasa. Para lograr este fin, se
incrementd el pH de reaccion de pH 5 a pH 7, ademas se us6 una concentracion
maxima de carbodiimida de 100 mM y una concentraciéon de mPEG succinico de
10 mM. Sin embargo, a pesar que las condiciones de reaccion fueron modificadas
para favorecer la reaccion entre los grupos amino de la enzima y el grupo
carboxilico del PEG, los resultados obtenidos sefalaron que la superficie proteica
de CALB permaneci6 inalterada. Asi lo indicé, la titulacion de los grupos amino de

la enzima con TNBS después de la reaccion con mPEG succinico.

Debido a la dificultad para modificar la superficie enzimética de la CALB con m-
PEG, se utilizé una estrategia diferente, introduciendo inicialmente grupos amino
sobre la superficie proteica de la enzima, aprovechando que esta dispone de 15
grupos carboxilicos accesibles a la modificacion quimica con EDA. Esto permitid
incrementar notablemente el nUmero de grupos amino primarios disponibles por
molécula de la CALB (de 10 grupos a 25 grupos amino) para ser modificados
mediante la reaccién con el m-PEG succinico. Adicionalmente, los nuevos grupos
introducidos presentan un valor de pK inferior al valor que exhiben los grupos ¢-
amino de los residuos lisinicos, lo cual podria favorecer ain mas la reaccion de

modificacion quimica (Figura 42).
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Figura 42. Representacién esquematica de la estrategia utilizada para la

modificacion masiva de la superficie del derivado OC-CALB.
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La modificacion del derivado OC-CALB-EDA con m-PEG-COOH bajo las
condiciones experimentales descritas por Godoy y Col., 2009 (10 mM de mPEG
succinico y 100 mM de EDAC) produjo una disminucién significativa en la cantidad
de grupos amino primarios libres en la superficie proteica de CALB. Lo anterior
sugiere que el derivado OC-CALB-EDA fue altamente modificado con las cadenas
poliméricas del PEG (tabla 16). Sin embargo, es relevante el hecho que al titular el
derivado OC-CALB-EDA-PEG con TNBS, la concentraciéon de grupos amino
primarios libres es similar a la mostrada por el derivado OC-CALB. Esto sugiere,
que bajo las condiciones de reaccion, solo fueron modificados con PEG los grupos
amino introducidos por el tratamiento con EDA, mientras que los residuos de lisina

permanecieron inalterados.
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Tabla 16. Titulacion de los grupos amino libres tras la modificacién
secuencial con EDA y mPEG. El 100% del valor de Absorbancia corresponde a
la absorbancia desarrollada por el derivado OC-CALB después de la titulacion con
TNBS.

_ Abs después de la
Derivado _ _
titulacion con TNBS (%)
OC-CALB 100+ 3
OC-CALB-EDA 200 + 15
OC-CALB-EDA-PEG 110+ 5

45.2.1 Caracterizacion electroforética de los derivados de OC-CALB
modificados con EDA y Mpeg. Los derivados OC-CALB, OC-CALB-EDA y OC-
CALB-EDA-PEG fueron caracterizados mediante estudios electroforéticos en

condiciones desnaturalizantes y no-desnaturalizantes.

La figura 43a, muestra la electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE). Se observa que la introduccion de las cadenas poliméricas de mPEG
ocasion6 una ligera alteracion en la movilidad electroforética de OC-CALB-EDA-
PEG producto probablemente del tamafio de las cadenas poliméricas introducidas
que incrementaron levemente el peso molecular de la enzima en comparacion con
los derivados OC-CALB y OC-CALB-EDA.

La Figura 43b, muestra la caracterizacion electroforética de los derivados OC-
CALB, OC-CALB-EDA 'y OC-CALB-EDA-PEG en condiciones no-
desnaturalizantes (PAGE-Nativa). Se observa que la modificacion quimica con
PEG ocasion6 un ensanchamiento de la banda correspondiente al derivado OC-
CALB-EDA-PEG. Por lo tanto, es posible que la introduccion de las cadenas
poliméricas de PEG sobre la superficie enzimatica del derivado OC-CALB-EDA
haya ocasionado problemas de difusién en la migracion de la enzima a lo largo de
la corrida electroforética.
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Figura 43. Efecto de la modificacion en fase sélida de CALB con PEG sobre
la movilidad elecroforetica de la enzima. A) Electroforesis SDS-Page. B)
Electroforesis Page-nativa de las diferentes preparaciones de CALB. Los
experimentos fueron realizados de acuerdo a lo descrito en el capitulo 2, seccion
4.3. Carril P: marcador de peso molecular; Carril 1: OC-CALB; Carril 2: OC-CALB-
EDA,; Carril 3: OC-CALB-EDA-PEG.
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4.5.3 Efecto de la modificacién del derivado OC-CALB con EDA y mPEG
sobre la actividad enzimética frente al p-NPB. La actividad enzimatica de los
derivados OC-CALB, OC-CALB-EDA y OC-CALB-EDA-PEG fue evaluada en la
hidrdlisis del p-NPB, 0.4 mM a pH 7, de acuerdo con lo descrito en la seccién de

métodos analiticos, numeral 4.1.

La tabla 17, muestra que el derivado OC-CALB-EDA-PEG fue 60% mas activo
que el derivado no modificado OC-CALB en la hidrdlisis del p-NPB. Es posible que
el notable incremento en la actividad catalitica, se deba a que el aumento de la
hidrofobicidad de la superficie proteica de CALB reduce la densidad de carga
positiva, y con ello las interacciones repulsivas ocasionadas en un principio por el

proceso de aminacion. Ademas, la introduccion de las cadenas de PEG sobre la
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superficie proteica de CALB estarian generando nuevas interacciones hidrofébicas
con residuos aminoacidicos cercanos al bolsillo hidrofobico, ocasionando el
desplazamiento del lid, y con ello cambiando la forma exacta del centro activo
(Schrag y col., 1997; Rotticci y col., 2001; Gutierrez y col., 2007).

Tabla 17. Actividad enziméatica de los derivados de OC-CALB modificados
con EDA y PEG en la hidrélisis de p-NPB, 0.4 mM a pH 7. EI 100% corresponde
a la actividad del derivado no modificado OC-CALB. Los experimentos se
realizaron de acuerdo a lo descrito en la seccion de métodos analiticos, numeral
4.1.

) Actividad relativa
Derivado
(%)
OC-CALB 100+ 3
OC-CALB-EDA 111 +5
OC-CALB-EDA-PEG 160 + 10

4.5.4 Efecto de la modificacion de OC-CALB con EDA y mPEG en la
estabilidad térmica y frente a THF. La estabilidad térmica de los derivados OC-
CALB, OC-CALB-EDA y OC-CALB-EDA-PEG fue evaluada a 70°C, de acuerdo a

lo descrito en la seccion de métodos experimentales, numeral 3.4.1.

En la figura 44, se observa el perfil de inactivacion térmica a 70°C de los
derivados modificados de OC-CALB. Se puede observar que trascurridos 60
minutos de incubacion, los derivados OC-CALB-EDA y OC-CALB-EDA-PEG
fueron 70% y 75% menos estables, respectivamente, que el derivado no
modificado OC-CALB. Esto sugiere, que las modificaciones realizadas sobre la
superficie proteica de la CALB con EDA y mPEG ocasionaron un cambio
conformacional desfavorable en la estructura 3D, causado posiblemente por la
ruptura de interacciones electrostaticas atractivas importantes para la estabilidad
de la CALB.
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Figura 44. Cursos de inactivacion térmica de los derivados de OC-CALB
modificados con EDA y PEG. La inactivacion térmica se realizb a pH 7y
70°C, usando como sustrato p-NPB (0.4 mM) para determinar la actividad
residual. (X) Octil-CALB, (=) Octil-CALB-EDA, (A) Octil-CALB-EDA-PEG.
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La estabilidad de los derivados OC-CALB, OC-CALB-EDA y OC-CAL-EDA-PEG
fue evaluada en presencia de una solucion de THF (50% v/v) / buffer Tris-HCI
50mM a pH 7 a 40°C de acuerdo a lo descrito en el numeral 3.4.2. La figura 45,
muestra que transcurridos 90 minutos de incubacion, los derivados OC-CALB-EDA
y OC-CALB-EDA-PEG fueron 10% y 55% menos estables respectivamente, que el
derivado OC-CALB.

Las diferencias encontradas en la estabilidad de los derivados OC-CALB-EDA y
OC-CALB-EDA-PEG se deben posiblemente a los cambios conformacionales que
sufre la estructura 3D de la enzima como consecuencia de las modificaciones
quimicas con EDA y PEG. La mayor estabilidad del derivado OC-CALB-EDA en
comparacion con el derivado OC-CALB-EDA-PEG se debe posiblemente a que los
grupos amino introducidos por la modificacion con EDA, generaron nuevas

interacciones de tipo puente de hidrégeno entre la enzima y el THF. Mientras que
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en el derivado OC-CALB-EDA-PEG, este efecto estabilizante disminuye por la
introduccion de las cadenas de PEG. Ademas, es interesante que a pesar de la
introduccion de aproximadamente 15 grupos PEG por molécula de la CALB, las
cadenas poliméricas no generen un efecto de reparto del THF disminuyendo la
concentracion efectiva del mismo en el entorno de las moléculas de la enzima

inmovilizada (Fernandez-Lafuente y col., 1998; Wilson y col., 2004).

Figura 45. Cursos de inactivacion de los derivados de OC-CALB modificados
con EDA y PEG, incubados en THF (50% v/v) / buffer Tris-HCI 50mM a pH 7 a
40°C, usando como sustrato p-NPB (0.4 mM) para determinar la actividad residual.
(X) Octil-CALB, (m) Octil-CALB-EDA, (A) Octil-CALB-EDA-PEG.
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4.5.5 Influencia de la naturaleza del soporte de inmovilizacion sobre el efecto
final de la modificacién de CALB con EDA y PEG. Se estudi¢ la influencia de la
naturaleza del soporte y la orientacion de la enzima sobre el mismo sobre el efecto
final de la modificacion de CALB con EDA y PEG. Para ello, la CALB fue
inmovilizada covalentemente sobre el soporte comercial Eupergit C (EC) y
modificada masivamente con grupos aminos y PEG. Posteriormente, se evalud la
actividad y enantioselectividad de los derivados frente en la transesterificacion del

(R/S)-mandelato de metilo, (R/S)-propanolol y (R/S)-atenolol.
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4.5.5.1 Inmovilizacion covalente de CALB sobre el soporte Eupergit C (EC).
La CALB fue inmovilizada de forma covalente sobre el soporte EC, de acuerdo a
las condiciones descritas en el numeral 3.1.1 (Wheatley y col., 1996). Los
resultados obtenidos sefialan que trascurridas 48 horas, se inmovilizé cerca del
50% de CALB, manteniendo alrededor del 90% de la actividad inicial ofrecida al
soporte. El derivado de CALB obtenido por el proceso de inmovilizacion se llamo
EC-CALB.

El derivado EC-CALB, fue incubado en una solucidon acuosa de triton X-100 al
1%(v/v) por 48 horas. Posteriormente se filtré y se lavd con agua destilada. Este
tratamiento desorbio del soporte un 25 % de la enzima inmovilizada a través de
adsorcion hidrofébica y permiti6 disponer solo de la enzima inmovilizada
covalentemente (1mg de proteina por gramo de soporte).

Finalmente, el derivado EC-CALB fue modificado masivamente con EDA vy
posteriormente con PEG bajo las condiciones experimentales determinadas con el
derivado OC-CALB, descritas en el numeral 3.2.2. Las preparaciones de CALB
obtenidas por modificaciéon con EDA y PEG fueron nombradas EC-CALB-EDA y
EC-CALB-EDA-PEG, respectivamente.

4.5.5.2 Hidrdlisis enantioselectiva del (R/S) mandelato de metilo catalizada
por lo derivados OC-CALB-EDA, OC-CALB-EDA-PEG y EC-CALB-EDA, EC-
CALB-EDA-PEG. La tabla 18, muestra los resultados obtenidos en las reacciones
de hidrolisis del R y S-mandelato de metilo catalizadas por los derivados de la
CALB inmovilizados sobre los soportes Octil-agarosa (OC) y Eupergit C (EC) (ver

numeral 3.5.1).
Se observé que los derivados EC-CALB, fueron en promedio 2 veces mas activos

que los derivados OC-CALB. Este comportamiento contrasta con los resultados de
actividad obtenidos en la hidrolisis del pNPB, donde los derivados OC-CALB

155



fueron mas activos que los EC-CALB. Por tanto, es notable el cambio en la
especificidad de la enzima, como consecuencia del protocolo de inmovilizaciéon

utilizado (Mateo y Col., 2007; Hernandez y Fernandez-Lafuente, 2011).

Se observo que los derivados OC-CALB-EDA y OC-CALB-EDA-PEG exhibieron
actividades diferentes en la hidrdlisis de R-mandelato de metilo (tabla 18). Por
ejemplo, la aminacién del derivado OC-CALB ocasioné un incremento en la
actividad del nuevo derivado OC-CALB-EDA del 5%. La introduccion de grupos
PEG sobre el derivado OC-CALB-EDA ocasion6 una disminucion de la actividad

del 49% en comparacion con el derivado no modificado OC-CALB.

El efecto de la modificacion de CALB con EDA y PEG fue totalmente diferente
cuando se utilizé la enzima inmovilizada covalentemente sobre Eupergit C. Los
derivados EC-CALB-EDA y EC-CALB-EDA-PEG fueron 2.3 veces menos activos
en la hidrélisis de R-mandelato de metilo que el derivado no modificado EC-CALB.
Las grandes diferencias encontradas en las actividades de los diferentes
derivados de OC-CALB y EC-CALB se deben posiblemente a los cambios
conformacionales que sufre la enzima por las modificaciones con EDA y PEG, que

afectan la movilidad de las areas cercanas al centro activo de la lipasa.

Para el caso particular del derivado OC-CALB, los cambios conformacionales que
sufre pueden ser menos drasticos debido a que la enzima tiene la estructura
abierta estabilizada en el soporte (Bastida y Col., 1998; Carrasco y Col., 2009;
Rodrigues y col., 2012). Caso contrario ocurre con el derivado EC-CALB, en
donde la inmovilizacion covalente se da a través de zonas que pueden estar
lejanas al centro activo y al lid, lo cual hace que los procesos de modificacion
puedan perturbar fuertemente las interacciones que mantienen el lid alejado del
sitio activo de la enzima (Schrag y col., 1997; Rotticci y col., 2001; Gutierrez y col.,
2007).
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La enantioselectividad (E) de los derivados modificados de OC-CALB y EC-CALB
fue evaluada en la hidrdlisis del (R/S)-Mandelato de metilo de acuerdo a las
condiciones experimentales descritas en el numeral 3.5.1. Los resultados
obtenidos (tabla 18e) muestran que los derivados OC-CALB-EDA y OC-CALB-
EDA-PEG, fueron 2% mas enantioselectivos que el derivado OC-CALB en la
hidrélisis del (R/S)-mandelato de metilo. El incremento en el valor E, fue mas
notorio en los derivados EC-CALB-EDA y EC-CALB-EDA-PEG, los cuales
aumentaron su enantioselectividad en un factor de 2.2 y 2.7 veces,
respectivamente. Estos resultados confirman que el uso de diferentes protocolos
de inmovilizacion altera completamente el efecto final de la modificacion quimica

de una enzima.

Tabla 18. Actividad y enantioselectividad (E) de los diferentes derivados de
CALB inmovilizados en Octil-agarosa y Eupergit C. Los experimentos fueron
realizados de acuerdo a lo descrito en la seccién de métodos analiticos, capitulo 1,
seccién 3.5. ? La acividad especifica se defini6 como pmol/mg de proteina
inmovilizada/min. ® El valor E se determiné como la razén: Actividad frente a R-

mandelato de metilo / Actividad frente a S-metil mandelato.

Octil-agarosa (OC) Eupergit C (EC)
Biocatalizador Actividad® . Actividad® .
E E
(U/mg) (U/mg)
CALB 10.2+1 158+1 21.2+1.4 75+0.7
16.2 +

CALB-EDA 10.8+1 15 9.4+0.8 16.6 1
CALB-EDA-PEG 52+0.7 164 +1 9.3+0.8 20+ 1.2

4.5.6 Transesterificacion enantioselectiva del (R/S) propanolol y (R/S)-
atenolol catalizada por lo derivados de EC-CALB aminados y PEGilados. Se
evalué la actividad y enantioselectividad de los derivados EC-CALB, EC-CALB,
EC-CALB-EDA y EC-CALB-EDA-PEG en la trans-esterificacion enantioselectiva
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de (R/S)-propanolol y (R/S)-atenolol, interesantes aminoalcoholes para la industria

farmacéutica (Avila y col., 2005; Egholm y Col., 2005).

Los derivados de OC-CALB modificados con EDA y PEG no fueron utilizados para
catalizar las reacciones debido a que la unién de la enzima al soporte es reversible
y bajo las condiciones de reaccion (medios anhidros), la enzima puede desorberse

del mismo.

4.5.6.1 Transesterificacion enziméatica de (R/S)-Atenolol. La actividad y
enantioselectividad de los derivados derivados EC-CALB, EC-CALB, EC-CALB-
EDA y EC-CALB-EDA-PEG fue evaluada catalizando la reaccion de
transesterificacion de (R/S)-Atenolol, en un rango comprendido entre el 15y 20%
de conversién y analizada por HPLC quiral, de acuerdo a lo descrito en los

numerales 3.5.2 y 4.4.

Los resultados obtenidos (Tabla 19), muestran que el derivado EC-CALB-EDA fue
25% menos activo que el derivado EC-CALB en la trans-esterificacion del (R/S)-
atenolol. La introduccién de cadenas poliméricas de PEG sobre la superficie
proteica del derivado OC-CALB-EDA no ocasion6 un efecto significativo sobre la
actividad de sintesis del derivado EC-CALB-EDA-PEG en comparacion con el

derivado no modificado.

Los derivados EC-CALB-EDA y EC-CALB-EDA-PEG exhibieron diferentes valores
de enantioselectividad en la transesterificacion de (R/S)-atenolol. Por ejemplo, el
derivado EC-CALB-EDA fue 2.9 veces menos enantioselectivo que el derivado no
modificado EC-CALB, mientras que el derivado EC-CALB-EDA-PEG fue 1.2 veces

mas enantioselectivo que el derivado EC-CALB-EDA.

Las diferencias en la actividad y enantioselectividad de los derivados EC-CALB-
EDA y EC-CALB-EDA-PEG en la transesterificacion de (R/S)-atenolol se deben
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posiblemente a que las modificaciones quimicas con EDA y PEG ocasionaron
probablemente cambio conformacional en la estructura 3D de la CALB, alterando

con ello la forma exacta del centro activo de la enzima.

Tabla 19. Actividad y enantioselectividad de los derivados EC-CALB
modificados con EDA y PEG, en la transesterificacién de (R/S)-Atenolol. Los
experimentos fueron realizados de acuerdo a lo descrito en la seccion de métodos

experimentales (seccién 3.5.2).

. Actividad
_ Enantiopreferen o

Derivado . especifica eep (%) E

cia
(U/g)

EC-CALB R 0.88 £ 0.07 96 65+0.1
EC-CALB-EDA R 0.66 + 0.05 90.3 22.8+0.3
EC-CALB-EDA-

R 0.66 + 0.04 94.3 39.8+0.2
PEG

Condiciones de reaccién: Atenolol (0.05 mmol), acetato de vinilo (0.15 mmol),

derivado (50 mg) y tolueno (hasta completar un volumen total de 3 ml).

4.5.6.2 Transesterificacion enzimatica de (R/S)-propanolol. La actividad y
enantioselectividad de los derivados EC-CALB, EC-CALB-EDA y EC-CALB-EDA-
PEG fue evaluada en la transesterificacion del (R/S)-propanolol en un rango
comprendido entre el 15% y 20% de conversion, de acuerdo a lo descrito en la

seccion de métodos experimentales (seccion 3.5.2).

La tabla 20 muestra que la introduccién de grupos amino sobre la superficie
proteica de la CALB produjo una disminucion dramética en la actividad del
derivado EC-CALB-EDA, el cual fue 80% menos activo en comparacion con el
derivado EC-CALB. La modificacion del derivado EC-CALB-EDA con

PEG,ocasion6 una disminucién (33.3%) en la actividad del derivado EC-CALB-
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EDA-PEG catalizando la reaccién de transesterificacion del (R/S)-propanolol, en

comparacion con el derivado no modificado EC-CALB.

La enantioselectividad exhibida por los derivados EC-CALB-EDA y EC-CALB-
EDA-PEG en la reaccion de transesterificacion de (R/S)-propanolol disminuy6
considerablemente en comparacion con el derivado no modificado EC-CALB. Asi,
el derivado EC-CALB-EDA fue 6.6 veces menos enantioselectivo que el derivado
EC-CALB. El derivado EC-CALB-EDA-PEG fue 7.3 veces menos enantioselectivo
gue el derivado no modificado EC-CALB.

Tabla 20. Actividad y enantioselectividad de los derivados EC-CALB
modificados con EDA y PEG, en la transesterificacion de (R/S)-Propanolol.
Los experimentos fueron realizados de acuerdo a lo descrito en la seccion de

métodos experimentales (seccion 3.5.2).

_ Actividad
. Enantiopreferen N
Derivado _ especifica ee, (%) E
cia
(U/g)

EC-CALB R 0.60+0.5 96 57+0.2
EC-CALB-EDA R 0.49+0.4 77.4 8.6+0.3
EC-CALB-EDA-

R 040+04 78.3 7.8+0.3
PEG

Los resultados de actividad y enantioselectividad obtenidos para los derivados
EC-CALB-EDA y EC-CALB-EDA-PEG catalizando las reacciones de
transesterificacion de (R/S)-atenolol y (R/S)-propanolol, sugieren que el efecto final
de la modificacion quimica sobre las propiedades biocataliticas de la enzima
puede ser diferente tan solo cambiando la estructura del sustrato. Un claro
ejemplo de ello, son las diferencias en la enantioselectividad mostrada por el
derivado EC-CALB-EDA-PEG frente al (R/S)-atenolol (E=39.8) y (R/S)-propanolol
(E=7.8).
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4.6 CONCLUSIONES

La modificacion de la superficie proteica de CALB con m-PEG succinico no se
produjo facilmente bajo las condiciones descritas en la literatura (Godoy y Col.,
2012). Sin embargo, la modificacion previa de la enzima en fase sélida con
EDA, permitié el disefio de un protocolo de modificaciéon de CALB con PEG
mas eficiente, a través de la introduccién de grupos amino mas reactivos, que
facilitan la posterior reaccion con el grupo carbonilo de las cadenas poliméricas

de m-PEG-succinato.

Las modificaciones de CALB inmovilizada en Octil-agarosa con EDA y PEG,
ocasionaron una drastica disminucién en la estabilidad térmica (70°C) de la
enzima. Trascurridos 60 minutos de incubacion, los derivados OC-CALB-EDA 'y
OC-CALB-EDA-PEG fueron 70% y 75%, menos estables respectivamente, que
el derivado no modificado OC-CALB.

El efecto final de las modificaciones quimicas de CALB con EDA y PEG sobre
las propiedades biocataliticas de la enzima, es significativamente dependiente
de la naturaleza del soporte y del protocolo de inmovilizacién utilizado. Por
ejemplo, la modificacion de CALB inmovilizada en Octil-agarosa (OC-CALB)
con EDA, ocasioné leves incrementos en su actividad (de 10. U/mg a 10.8
U/mg) y enantioselectividad (de E= 15.8 a E=16.2) en la hidrdlisis del R/S-
mandelato de metilo. Sin embargo, esta misma modificacion sobre el derivado
de CALB previamente inmovilizado en Eupergit C (EC-CALB), produjo una
drastica caida en la actividad del derivado (de 21.2 U/mg a 9.4 U/mg) y un
notable incremento en la enantioselectividad (de E= 7.5 a E= 16.6) en la

hidrélisis del R/S-mandelato.

La modificacion de los derivados OC-CALB-EDA y EC-CALB-EDA con m-PEG

succinico, produjo un cambio en la especificidad de la enzima. En ambos
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derivados la introduccion de cadenas poliméricas de polietilenglicol
ocasionaron un incremento de la actividad enzimatica en la hidrdlisis del p-
NPB. Mientras que en la hidroélisis del R-Mandelato de metilo, la actividad de
estos mismos derivados modificados fue claramente inferior con respecto a la
enzima no modificada (para OC-CALB de 10.2 U/mg a 5.2 U/mg y para EC-
CALB de 21.2 U/mg a 9.3 U/mg).

El efecto final de la modificacion quimica sobre las propiedades biocataliticas
de CALB es diferente al cambiar la estructura del sustrato. Por ejemplo, la
modificacion quimica por aminacion, y PEGilacion del derivado de CALB
inmovilizado sobre Eupergit C (EC-CALB-EDA y EC-CALB-EDA-PEG) produjo
una alteracion en los valores de enantioselectividad en la reaccion de
transesterificacion de los amino alcoholes, propanolol (E= 8.6 y E=7.8) y
atenolol (E=22.8 y E=39.8).
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5. MODULACION DE LAS PROPIEDADES BIOCATALITICAS DE CALB
MEDIANTE ENTRECRUZAMIENTO INTER E INTRAMOLECULAR CON
GLUTARALDEHIDO

5.1 INTRODUCCION

El glutaraldehido es uno de los agentes quimicos mas utlizados para la
modificacion de la superficie proteica de enzimas, debido a que puede reaccionar
con diferentes grupos funcionales presentes en las proteinas (grupos amino, tiol,
fenol e imidazol). Se ha descrito en la literatura que es altamente selectivo hacia
los grupos €-amino de los residuos de lisina debido a la naturaleza nucleofilica de

estos ultimos (Migneault y Col., 2004).

La selectividad mostrada por el glutaraldehido hacia los residuos de lisina lo hace
un efectivo agente entrecruzante de proteinas, a través de un mecanismo de
reaccion que aun se encuentra en discusion (Migneault y Col., 2004). En general,
el tratamiento de proteinas con glutaraldehido puede generar entrecruzamientos
intermoleculares e intramoleculares. El tipo de entrecruzamiento generado
depende de la posicion espacial de los residuos de lisina en la estructura 3D de la
proteina y la proximidad entre las moléculas proteicas. Por ejemplo, el
entrecruzamiento intramolecular se da solo cuando las posiciones espaciales y los
radios de van der Waals de los grupos involucrados localizados sobre la superficie
proteica de la enzima coinciden con los del agente entrecruzante (Figura 46a).
Mientras el entrecruzamiento intermolecular se da a través de la modificacion
completa de los grupos €-amino de la proteina facilitando la reaccion entre
moléculas de proteina proximas entre si (figura 46b) (Torchilin y Col., 1979;
Rodrigues y Col., 2011).
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Figura 46. Modificacién y entrecruzamiento de enzimas con glutaraldehido.
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La concentracion de glutaraldehido, el valor del pH y el tiempo de reaccion
permiten controlar el grado de modificacion de los grupos amino primarios de la
enzima (Monsan, 1978). Se ha descrito que la reactividad del glutaraldehido es
dependiente del valor de pH del medio de reaccion. A valores de pH &cido y neutro
el glutaraldehido se encuentra mayoritariamente en su forma monomérica que le
permite ser altamente reactivo hacia grupos amino primarios. Sin embargo, el
incremento del valor de pH (pH =8) ocasiona la dimerizacion del glutaraldehido y
con ello la disminucion de la reactividad frente a los residuos lisinicos (Migneault y
Col., 2004; Lopez-Gallego y Col., 2005; Betancor y Col., 2006).
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El entrecruzamiento intermolecular e intramolecular de enzimas con glutaraldehido
puede ocasionar un cierto incremento en la rigidez de las zonas de la superficie
proteica involucradas en la formacion del enlace covalente (Wong y Col., 1992).
Ademas, la modificacion quimica con glutaraldehido afiade un grupo relativamente
hidrofébico a los grupos amino de la enzima, lo que puede afectar
significativamente la naturaleza quimica de la superficie proteica (por ejemplo, la

hidrofobicidad), alterando las propiedades biocataliticas de la enzima.

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, se modifico parcial y masivamente
la superficie enzimatica del derivado OC-CALB con glutaraldehido con el fin de
estudiar los efectos del entrecruzamiento intermolecular e intramolecular sobre las
propiedades funcionales de la enzima (actividad, estabilidad) bajo diferentes
condiciones experimentales. Ademas, se estudid el mecanismo de adsorcion y
distribucion de la enzima sobre la superficie porosa del soporte Octil-agarosa y su

influencia sobre entrecruzamiento intermolecular e intramolecular.

5.2 MATERIALES

La lipasa B de Candida antarctica (CAL-B) fue obtenida de Novozymes (Parana,
Brasil). El Octil agarosa 4BCL, Tritdn X-100, p-nitrofenilbutirato (pNPB), el acido
picril sulfénico (TNBS), glutaraldehido (50% v/v), Borohidruro de Sodio (NaBH,)
fueron obtenidos de Sigma Aldrich (St. Louis, Mo, USA). Los marcadores de peso
molecular de proteinas para electroforesis de proteinas 1D se obtuvieron de
Fermentas. Los reactivos utilizados en la sintesis y en las reacciones fueron todos

de grado analitico y suministrado por Sigma Aldrich.

165



5.3 METODOS EXPERIMENTALES

La CALB fue inicialmente inmovilizada sobre Octil-agarosa a baja fuerza ionica a
través de dos estrategias: 1) En ausencia de etanol; 2) en presencia de
concentraciones de etanol al 10%, 20%, 30%, 40% y 50% (v/v). Una vez obtenido
los derivados de CALB, se realizaron modificaciones parciales y masivas de la
superficie enzimatica con glutaraldehido. Para ello, se estandarizaron las
condiciones experimentales que permitieron modificar el 25%, 50% y el 100% de
los grupos amino expuestos. Finalmente, se evalu6 el efecto del entrecruzamiento
intermolecular e intramolecular sobre las propiedades biocataliticas (actividad y
estabilidad) de los derivados de CALB (figura 47).

Figura 47. Metodologia general realizada para la modificacién de la CALB

con glutaraldehido.
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5.3.1 Inmovilizacion de CALB por adsorcion hidrofébica sobre Octil-agarosa
(OQ).

5.3.1.1 Inmovilizacién de CALB en Octil-agarosa (Bastidas y col., 1998). Dos
ml del extracto comercial de CALB, con una concentracién de proteina de 5.9
mg/ml y una actividad especifica de 21 U/mg, fueron diluidos en 98 ml de buffer
fosfato de Sodio 5 mM de pH 7. A continuacion, se adicionaron 20 gramos secos
de soporte Octil-agarosa. Periddicamente, se evalud el proceso de inmovilizaciéon
de CALB sobre el soporte, midiendo la actividad residual de la suspension vy el
sobrenadante en la hidrélisis del p-NPB (Ver numeral 4.1). Después de 3 horas a 4
°C, bajo agitacion constante a 250 rpm, la suspension de inmovilizacion fue filtrada
y la lipasa inmovilizada fue lavada 3 veces con agua destilada y buffer fosfato de
sodio 25 mM de pH 7. El derivado fue llamado OC-CALB-C.

5.3.1.2 Inmovilizacion de CALB en Octil-agarosa en presencia de etanol. Dos
ml del extracto comercial de CALB, con una concentracion de proteina de 5.9
mg/ml y una actividad especifica de 21 U/mg, fueron diluidos en 98 ml de buffer
fosfato de Sodio 5 mM de pH 7 que contenia etanol al 10%, 20%, 30%, 40% y
50% (v/v). A continuacion, se adicionaron 20 gramos secos de soporte Octil-
agarosa. Periddicamente, se evaluo el proceso de inmovilizacion de CALB sobre
el soporte, midiendo la actividad residual de la suspension y el sobrenadante en la
hidrdlisis del p-NPB (Ver numeral 4.1). Después de 3 horas a 4 °C, bajo agitacion
constante a 250 rpm, la suspensién de inmovilizacion fue filtrada y la lipasa
inmovilizada fue lavada 3 veces con agua destilada y buffer fosfato de sodio 25
mM de pH 7. El derivado fue llamado OC-CALB-E.

5.3.2 Modificacion parcial y masiva de los derivados OC-CALB-C y OC-CALB-
E con glutaraldehido. Las condiciones experimentales de modificacion de OC-
CALB-C y OC-CALB-E con glutaraldehido fueron estandarizadas (pH,
concentracion de glutaraldehido y tiempo de reaccion) con el fin de obtener
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modificaciones parciales del 25% y 50% de los residuos de lisina presentes en la
superficie enzimatica. La modificacion masiva (100% de modificacion) de los
derivados de CALB se realizo de acuerdo a lo descrito por Fernandez-Lafuente y
Col., 1995, Palomoy Col., 2007.

5.3.2.1 Modificaciéon del 25% de los residuos lisinicos de los derivados OCC-
CALB y OCE-CALB con glutaraldehido. Un gramo de derivado OC-CALB fue
incubado en 10 ml de tampdn fosfato de sodio, 25 mM a pH 6. A continuacién, se
adicionaron 20 pL de glutaraldehido (50 %v/v) para obtener una concentracion
final de 0.1% v/v. Trascurridos 30 minutos de reaccion, el derivado OCC-CALB fue
filtrado, lavado con agua, y re-suspendido en 10 ml de disolucién que contenia
tampon bicarbonato de Sodio,100 mM, pH 9, y NaBH,4, 1 mg/mL. Después de 30
minutos a 4 °C, el derivado fue nuevamente filtrado y lavado varias veces con
tampén fosfato de Sodio, 25 mM de pH 7, hasta eliminar el exceso NaBH,. El
grado de modificacion del derivado OC-CALB-C fue determinado a través de la
titulacion de los grupos amino con TNBS de acuerdo a lo descrito en el numeral
4.2. El derivado obtenido se llamé OC-CALB-C-Glu-25%.

El procedimiento fue replicado para el derivado OC-CALB-E y el derivado obtenido
se nombré OC-CALB-E-GLU-25%.

5.3.2.2 Modificacién del 50% de los residuos de lisina de los derivados OC-
CALB-C y OC-CALB-E con glutaraldehido. La modificacion del 50% de los
residuos lisinicos de OC-CALB-C se realizd de forma similar a lo descrito en el
numeral 3.2.1, con la excepcidon que el valor del pH del medio de reaccion fue 7 y
el tiempo de reaccion fue de 1 hora. El derivado obtenido se llam6é OC-CALB-C-
Glu-50%. EI procedimiento fue replicado para el derivado OC-CALB-E vy el
derivado obtenido se nombré OC-CALB-E-GLU-50%.
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5.3.2.3 Modificacién masiva de OC-CALB-C y OC-CALB-E con glutaraldehido
(Fernandez-Lafuente y Col., 1995). Un gramo de derivado OC-CALB-C fue
incubado en 10 ml de tampon fosfato de sodio, 25 mM a pH 7. A continuacion, se
adicionaron 100 pL de glutaraldehido (50 %v/v) para obtener una concentracion
final de 0,5% v/v. Trascurridos 60 minutos de reaccion, el derivado OC-CALB-C
fue filtrado, lavado con agua, y re-suspendido en 10 ml de disolucién que contenia
tampoén bicarbonato de Sodio,100 mM, pH 10, y NaBH,4, 1 mg/mL. Después de 30
minutos a 4°C, el derivado fue nuevamente filtrado y lavado multiples veces con
tampon fosfato de Sodio, 25 mM de pH 7, hasta eliminar el exceso NaBH,. El
grado de modificacion del derivado OC-CALB-C fue determinado a través de la
titulacion de los grupos amino con TNBS de acuerdo a lo descrito en el numeral
4.2. El derivado obtenido se llamé OC-CALB-C-Glu-100%.

El procedimiento fue replicado para el derivado OC-CALB-E y el derivado obtenido
se nombré OC-CALB-E-GLU-100%.

5.3.3 Efecto del pH sobre la Actividad enzimética de los derivados OCC-
CALB y OCE-CALB modificados con glutaraldehido frente a la hidrélisis de
p-nitrofenil-butirato (p-NPB). El efecto del pH sobre la actividad enzimatica de
los derivados OC-CALB-C-GLU-25%, OC-CALB-C-GLU-50%, OC-CALB-C-GLU-
100%, OC-CALB-E, OC-CALB-E-GLU-25%, OC-CALB-E-GLU-50% y OCE-CALB-
E-GLU-100% fue evaluado de forma similar al protocolo descrito en la seccién 4.2,
para la determinacion de actividad usando como sustrato p-NPB, con la excepcion
gue la solucion buffer de medida fue reemplazada por: acetato de sodio a pH 5y

pH 6; fosfato de sodio a pH 7 y pH 8 y borato de sodio a pH 9y pH 10.
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5.3.4 Evaluacion de la estabilidad de los derivados OC-CALB-C y OC-CALB-E
modificados con glutaraldehido al 25%, 50% y 100%

5.3.4.1 Estabilidad térmica. Las estabilidades térmicas de los derivados OC-
CALB-C, OC-CALB-C-GLU-25%, OC-CALB-C-GLU-50%, OC-CALB-C-GLU-
100%, OC-CALB-E, OC-CALB-E-GLU-25%, OC-CALB-E-GLU-50% y OCE-CALB-
E-GLU-100% fueron evaluadas a 60 °C. Para ello, un gramo de derivado de
CALB, fue suspendido en 10 ml de buffer de acetato de sodio 50 mM, pH 5 e
incubado a 60°C. Periddicamente se extrajeron 100 yL de suspension y se
determiné la actividad residual usando como sustrato p-NPB de acuerdo a lo
descrito en la seccion de métodos analiticos, numeral 4.2. Todas las medidas se
realizaron por triplicado y los errores experimentales siempre fueron menores al
10%.

El procedimiento fue repetido, incubando los derivados de CALB en buffer fosfato
de sodio 50 mM, pH 7 a 60 °C y en buffer borato de sodio 50mM de pH 9 a 50 °C.

5.3.4.2 Estabilidad en presencia de dimetil-sulfoxido (DMSO). Un gramo de
derivado OC-CALB-C fue incubado a 45°C en una mezcla de 50% (v/v) de DMSO/
buffer Tris-HCI 100mM a pH 7. Periédicamente, se extrajeron 100 uL de
suspension y se evalud la actividad residual usando como sustrato p-NPB de
acuerdo a lo descrito en la seccidn 4.2. La presencia de cantidades inferiores a 50
ML de cosolvente organico no afectd la velocidad de reaccion enzimatica

observada en el ensayo de hidrolisis de p-NPB.
El procedimiento fue replicado para los derivados OC-CALB-C-GLU-25%, OC-

CALB-C-GLU-50%, OC-CALB-C-GLU-100%, OC-CALB-E, OC-CALB-E-GLU-25%,
OC-CALB-E-GLU-50% y OCE-CALB-E-GLU-100%.
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5.3.5 Desorcion de CALB del soporte Octil-agarosa. Un gramo de derivado OC-
CALB-C fue suspendido en 15 mL de buffer fosfato de Sodio 10 mM de pH 7 y de
manera progresiva se adiciono triton X-100 hasta obtener una concentracion final
de 1.5 % (v/v). Cada adicion de triton se realiz6 a intervalos de 30 minutos, tiempo
durante el cual se extraian 100 pL de suspensién y de sobrenadante y se
determinaba la actividad enziméatica frente a p-NPB de acuerdo a lo descrito en el

numeral 4.2.

Para contrarrestar los efectos del detergente sobre la actividad enzimatica se
utilizé como blanco de referencia, agarosa inerte y la misma cantidad de lipasa

que fue usada en el tratamiento cuando se adsorbié sobre Octil-agarosa.

El procedimiento fue reproducido con los derivados OC-CALB-C-GLU-25%, OC-
CALB-C-GLU-50%, OC-CALB-C-GLU-100%, OC-CALB-E, OC-CALB-E-GLU-25%,
OC-CALB-E-GLU-50% y OC-CALB-E-GLU-100%.

5.4 METODOS ANALITICOS

5.4.1 Determinacion estandar de la actividad enzimatica frente al p-nitrofenil-
butirato (p-NPB). La actividad catalitica de CALB se cuantificé de forma continua
a través del método de velocidades iniciales de reacciéon. El ensayo se llevé a
cabo midiendo el aumento en el valor de absorbancia a 348 nm, producido por la
formacion del producto p-nitrofenol (coeficiente de extincion molar= 5150 cm-1M-
1) generado por la hidrélisis de p-NPB 0.4 mM, disuelto en tampodn fosfato sédico
25 mM, pH 7 a 25 °C. Para iniciar la reaccion, 100 yL de solucion lipasica se
afnadieron a 2,5 mL del sustrato. Una unidad internacional de actividad enzimética
fue definida como la cantidad de lipasa que es necesaria para hidrolizar 1umol de

p-NPB por minuto (IU) bajo las condiciones descritas anteriormente.
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5.4.2 Determinacion del grado de modificacion de los grupos amino de
CALB. El grado de modificacion de los grupos amino fue determinado mediante la
titulacion de los grupos aminos primarios usando la metodologia del acido picril
sulfénico (Snyder y col.,, 1975; Montes y col.,, 2006;). A 350 mg derivado
enzimatico de CALB modificado, se adicionaron 3 mL de solucion de acido picril
sulfénico o TNBS 0.1% (p/v) a pH 8. Después de 30 minutos de reaccién a
temperatura ambiente, el derivado se lavdo con agua destilada. 200 mg se
resuspendieron en 2.1 mL de borato de sodio 1M pH 9 y la mediciébn de
absorbancia se llevo a cabo a 430nm. Se us6 como blanco de reaccion el soporte

octil-agarosa.

5.4.3 Estudios electroforéticos de los derivados modificados de CALB

5.4.3.1 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes. En la electroforesis en
condiciones desnaturalizantes o0 SDS-PAGE (Laemmli 1970), se utilizé el buffer de
ruptura (Tris-HCI 62,5 mM pH 6.8, 2% SDS, 5% B-mercaptoetanol, 5% glicerol) y
geles de poliacrilamida al 12%(p/v) en la zona de separacion y de 5% (p/v) en la
zona de concentracion. A 10 mg de derivado enzimatico se le adicionaron 30 uL
de buffer de ruptura y se calentaron en un bafio de agua en ebullicién durante 5
minutos. Posteriormente, fueron mantenidas en bafo de hielo durante 5 minutos.
Finalmente, se adicionaron 20uL de muestra. La electroforesis se llevé a cabo en
un equipo PowerPac HC (BIORAD), a temperatura ambiente y a un voltaje de
150V durante 1 hora.

5.4.3.2 Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (nativa-PAGE).
Para la electroforesis en condiciones no desnaturalizantes o nativa-PAGE
(Laemmli, 1970 modificado), 50 mg de derivado enzimatico fueron re-suspendidos
en 0.5 mL de una solucién de Tritdn al 1% (v/v) en buffer fosfato 25mM pH 7 por
24 h a 4 °C. Al sobrenadante se le adicion0 buffer de corrida sin SDS ni

mercaptoetanol. Finalmente, se adicionaron 20uL de muestra en geles de
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concentracién 5%(p/v) y de separacion 12%(p/v) de poliacrilamida sin SDS, a
temperatura ambiente y a un voltaje150V durante 4h en un equipo PowerPAC HC
(BIORAD).. El revelado de las proteinas se realiz6 mediante tincion con azul
brillante de Coomassie R-250 y usando marcadores de peso molecular (200-7
kDa). Los geles obtenidos fueron posteriormente escaneados con un densitémetro
UMAX PowerLook 2100XL y visualizados a través del software PDQuest (Biorad)

5.5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.5.1 Inmovilizacion de CALB por adsorcion hidrofébica sobre Octil-agarosa
(OC). Teniendo en cuenta que la distribucion de una enzima sobre la superficie
porosa de un soporte puede darse de forma homogénea o heterogénea, de
acuerdo a la velocidad de interaccion enzima-soporte (Figura 48). La CALB fue
inmovilizada en Octil-agarosa, a través de dos estrategias: 1) inmovilizacién
convencional descrita por Sabuquillo y Col., 1995. 2) inmovilizacién en presencia

de etanol.

Figura 48. Efecto de la velocidad de inmovilizacién enzima-soporte sobre la

distribucion de la enzima en los poros del soporte.
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5.5.1.1 Inmovilizacion convencional de CALB en Octil-agarosa. La CALB fue
inmovilizada en el soporte Octil-agarosa a baja fuerza idnica de acuerdo a lo
descrito por Sabuquillo y Col., 1995 (numeral 3.1.1). Al cabo de una hora se
observé un 95 % de inmovilizacion de CALB, de acuerdo con la actividad
enzimatica en el sobrenadante. La carga enzimatica sobre el derivado fue de 0,5
mg de proteina/g de soporte. El derivado obtenido fue llamado OC-CALB-C.

5.5.1.2 Inmovilizacién de CALB sobre Octil-agarosa en presencia de Etanol.
Efecto de la concentracion de etanol sobre la velocidad de inmovilizacion.
Con el fin de regular la velocidad de inmovilizacion de CALB sobre el soporte Octil-
agarosa Yy favorecer una distribucion homogénea de la enzima sobre el soporte
(Figura 48), se evalud el efecto de diferentes solventes organicos de naturaleza
polar (acetonitrilo, dioxano y etanol) sobre la velocidad de adsorcion de CALB en

el soporte.

Inicialmente se evaluo la estabilidad de CALB en presencia de acetonitrilo (30%
vIv), tetrahidrofurano (30% v/v), isopropanol (30% v/v) y etanol (30% v/v), con el fin
de seleccionar el solvente organico que no afectara de forma drastica la actividad
enzimatica de CALB en la hidrdlisis de pNPB. Los resultados obtenidos (figura 49)
muestran que transcurridas 72 horas de incubacion, el etanol ocasion6 el menor
efecto inactivante sobre CALB en comparacién con los demas solventes
organicos. Por lo tanto, se selecciondé el etanol para realizar los estudios

posteriores de inmovilizacién de CALB en Octil-agarosa.
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Figura 49. Estabilidad de CALB soluble en presencia de diferentes solventes
organicos. Los experimentos se realizaron de acuerdo a lo descrito en la seccion
métodos experimentales, numeral 3.1.2. (¢) Etanol 30 % (v/v)/ buffer fosfato 10
mM pH7; (4) tetrahidrofurano 30% (v/v)/ buffer fosfato 10 mM pH 7; (m)
isopropanol 30% (v/v)/ buffer fosfato 10 mM pH 7; (¢) Acetonitrilo 30% (v/v)/ buffer
fosfato 10 mM pH 7.
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Se evaluo el efecto de la concentracion de etanol al 10%, 20%, 30% y 40% viv
sobre la velocidad de inmovilizacién de CALB en octil-agarosa de acuerdo con lo
descrito en el numeral 3.1.2. La figura 50 muestra que con el incremento sucesivo
de la concentracién de etanol, la velocidad de inmovilizacion sobre Octil-agarosa
disminuyé en comparacion con el proceso de inmovilizacion convencional (en

ausencia de etanol).

Se observo (figura 50) que usando etanol al 20% v/v, el porcentaje de rendimiento
de inmovilizacion disminuy6 12% en comparacion con el proceso de inmovilizacion
convencional. El incremento en la concentracion de etanol al 30% v/v y 40 % viv
ocasion0 la disminucion de la velocidad de inmovilizacion en un 33% y 56%,

respectivamente. Teniendo en cuenta que la adsorcién de CALB sobre el soporte
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octil-agarosa es una cromatografia de afinidad que se da a través de interacciones
hidrofébicas, los resultados obtenidos sugieren que el uso de etanol al 30% v/iv y
40% v/v genero probablemente un efecto de apantallamiento entre la superficie del
soporte y la enzima, disminuyendo la velocidad de interaccién enzima-soporte y
permitiendo una mayor distribucion homogénea de CALB sobre los poros del
soporte Octil-agarosa (figura 48b) (Dennis y col.,, 1992; Hossain y Do, 1992;
Gutenwik y col., 2004; Blanco y col., 2007; Bolivar y col., 2011). Los derivados
obtenidos en presencia de etanol se llamaron OC-CALB-E.

Figura 50. Efecto de la concentracion de etanol sobre la velocidad de
inmovilizaciéon de CALB en octil agarosa. Las inmovilizaciones se realizaron a 4
°C en buffer fosfato de Sodio 5 mM a pH 7,0 en presencia de concentraciones de
etanol al: (o) etanol (0% v/v); (e) etanol 10% v/v; (A) etanol 20% v; (¢) etanol 30%

viv; (+) etanol 40% viv.
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5.5.2 Modificacion parcial y masiva de los derivados OC-CALB-C y OC-
CALB-E con glutaraldehido

5.5.2.1 Modificacion de OC-CALB-C con glutaraldehido. Los residuos de lisina
presentes en los derivados OC-CALB-C fueron modificados al 25%, 50% y 100%
con glutaraldehido. El control del grado de modificacion parcial de los grupos
amino se realiz6 regulando la concentracion de glutaraldehido y el valor de pH en
el medio de reaccion. Previamente, Fernandez-Lafuente y Col.,, (1995), y
posteriormente Palomo y Col., (2007), estandarizaron las condiciones de reaccién
(guataraldehido 0.5% (v/v) a pH 7 por 1 h) que favorecian la modificacion del 100
% de los residuos lisinicos de la penicilina G acilasa y de la lipasa de pancreas

porcino, respectivamente.

En la tabla 21, se muestran los distintos grados de modificacion del derivado OC-
CALB-C al disminuir la concentracion de glutaraldehido de 0.5% v/v a 0.1% vl/v, el
valor de pH del medio de reaccion de 7 a 6 y el tiempo de reaccion de 1 h a 30
min. Por ejemplo, para lograr la modificacién del 25% de los grupos amino
presentes en la superficie enzimatica de CALB, bastd una concentracién de 0.1 %
(v/v) de glutaraldehido, un valor de pH del medio de reaccion de 6 y 30 minutos de
reaccion. La modificacion del 50% de los residuos de lisina se obtuvo utilizando
glutaraldehido 0.1 %(v/v), a pH 7, durante 1 hora de reaccion. El grado de
modificacion se determiné mediante la titulacién con TNBS de los grupos aminos
primarios disponibles en el derivado de CALB después del tratamiento con
glutaraldehido. Los ensayos se realizaron segun lo descrito en la en la seccion
4.2.

Los derivados de OC-CALB-C modificados al 25%, 50% y 100% con

glutaraldehido fueron llamados OC-CALB-C-GLU-25%, OC-CALB-C-GLU-50% vy
OC-CALB-C-GLU-100%.
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Tabla 21. Efecto de las condiciones experimentales (pH/concentracion de
glutaraldehido (% v/v)/ tiempo de reaccion, h) sobre el grado de modificacion
de OC-CALB-C y OC-CALB-E con glutaraldehido. El grado de modificacion fue
calculado por titulacién de los grupos amino con TNBS como se describi6é en el
numeral 4.2. Se utilizé como blanco de reaccién, Octil-agarosa tratado con TNBS.

Condiciones experimentales Grado de
Tiempo | glutaraldehid Abs modificacion
Py (h) 0(% VIv) (%)
OC-CALB-C sin modificar 0.759 0

6 1 0.05 0.672 11.5+2
6 0.4 0.1 0.601 212
6 0.5 0.1 0.556 25+2
7 0.5 0.1 0.485 36+3
7 1 0.1 0.383 50+1
7 1 0.5 0.06 100+2

5.5.2.2 Modificacion de OC-CALB-E con glutaraldehido. Los derivados OC-
CALB-E obtenidos en presencia de etanol al 10%, 20% 30% y 40% v/v, fueron
inicialmente modificados masivamente (100%) con glutaraldehido de acuerdo a las

condiciones descritas en la tabla 20.

La figura 51 muestra la caracterizacion electroforética de los derivados OC-CALB-
E modificados al 100% con glutaraldehido. De alli se observé que la modificacion
de los derivados OC-CALB-E obtenidos en presencia de etanol al 30% v/v y 40%
v/v con glutaraldehido ocasioné el entrecruzamiento intramolecular de CALB. En el
caso de los derivados obtenidos en presencia de etanol al 10% y 20% la
modificacion genero la formacion de agregados diméricos y tetraméricos de CALB,

producto en este caso, del entrecruzamiento intermolecular. Por lo tanto, los
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resultados obtenidos sugieren que el uso de concentraciones de etanol al 30% v/v
y 40% v/v en el proceso de inmovilizacion de CALB en Octil permiti6 que las
moléculas de CALB difundieran de forma homogénea sobre los poros del soporte,
ubicandose lo suficientemente alejadas entre si, o que evitd que el tratamiento

con glutaraldehido generara entrecruzamientos intermoleculares.

Figura 51. Electroforesis SDS-PAGE de los derivados OC-CALB-E obtenidos
en presencia de diferentes concentraciones de etanol y posteriormente
modificados masivamente con glutaraldehido. Linea M: marcador de peso
molecular; Carril 1: CALB soluble; Carril 2 y Carril 3, OC-CALB-C y OC-CALB-C-
GLU-100% obtenidos en ausencia de ETOH, respectivamente. Carril 4 y Carril 5
OC-CALB-E 'y OC-CALB-E-GLU-100% obtenidos en ETOH 10% vlv,
respectivamente. Carril 6 y Carril 7, OC-CALB-E y OC-CALB-E-GLU-100%
obtenidos en ETOH 20% v/v, respectivamente. Carril 8, OC-CALB-E-GLU-100%
obtenido en ETOH 30% v/v. Carril 9, OC-CALB-E-GLU-100% obtenido en ETOH
40% viv.
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Con el fin de evaluar el efecto del entrecruzamiento intramolecular de CALB con

glutaraldehido sobre las propiedades biocataliticas de la enzima, se seleccionaron
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los derivados obtenidos en presencia de etanol 30% v/v y se modificaron
parcialmente (25% y 50%) con glutaraldehido, de acuerdo con las condiciones
estandarizadas en la seccion 5.2.1, tabla 20. Los derivados obtenidos mediante
esta estrategia se llamaron OC-CALB-E-GLU-25%, OC-CALB-E-GLU-50% y OC-
CALB-E-GLU-100%.

5.5.3 Caracterizacion electroforética de los derivados OC-CALB-C y OC-
CALB-E modificados al 25%, 50% y 100% con glutaraldehido. Los derivados
OC-CALB-C, OC-CALB-C-GLU-25%, OC-CALB-C-GLU-50%, OC-CALB-C-GLU-
100% vy los derivados modificados obtenidos en etanol, OC-CALB-E, OC-CALB-E-
25%, OC-CALB-E-50% y OC-CALB-E-100% fueron caracterizados mediante

estudios electroforéticos en condiciones desnaturalizantes y no-desnaturalizantes.

La figura 52, muestra la electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) de los derivados OC-CALB-C y OC-CALB-E modificados con
glutaraldehido. Se observa que la modificacion de los derivados OC-CALB-C con
glutaraldehido ocasion6 la formacién de grandes agregados moleculares de
enzima, lo que sugiere que el tratamiento con glutaraldehido generé
entrecruzamientos intermoleculares. El entrecruzamiento intermolecular aumenté
con el grado de modificacion. Asi, el derivado OC-CALB-E-100% mostré una
mayor concentracién de dimeros y tetrameros de CALB que los derivado OC-
CALB-E-50% y OC-CALB-25%. Los resultados obtenidos sugieren que en los
derivados OC-CALB-C, la enzima se encuentra distribuida de forma heterogénea
sobre la superficie del soporte, permitiendo con ello que las moléculas de lipasa
estén muy préximas entre si, lo cual facilita que el tratamiento con glutaraldehido

genere entrecruzamientos intermoleculares.
El entrecruzamiento intermolecular ocasionado por el glutaraldehido en los

derivados OC-CALB-C, contrasta con lo observado en los derivados OC-CALB-E-
GLU. Los derivados OC-CALB-E-GLU-25%, OC-CALB-E-GLU-50% y OC-CALB-
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GLU-100% mostraron que el tratamiento con glutaraldehido ocasioné
mayoritariamente el entrecruzamiento intramolecular, reflejado en la presencia de
la banda caracteristica del monémero de CALB en 32 Kda. Es notable que en los
derivados OC-CALB-E-GLU-50% y OC-CALB-GLU-100% se presente una
poblacién minoritaria de agregados bimoleculares y tetramoleculares de CALB,
ocasionada probablemente por el entrecruzamiento intermolecular. Sin embargo,
predomind el entrecruzamiento intramolecular, lo que indica que es posible que la
presencia de etanol 30% v/v en el proceso de inmovilizacion permitié distribuir
uniformemente las moléculas de enzima en el interior de los poros del soporte a
distancias suficientes para evitar el entrecruzamiento intermolecular y favorecer el

intramolecular.

Figura 52. Electroforesis SDS-PAGE de los derivados OC-CALB-C y OC-
CALB-E modificados al 25%, 50% y 100% con glutaraldehido. Carril M:
marcador de peso molecular; Carril 1: CALB soluble; Carril 2: OC-CALB-C; Carril
3: OC-CALB-C-GLU-25%; Carril 4: OC-CALB-C-GLU-50%; Carril 5: OC-CALB-C-
GLU-100%; Carril 6: , OC-CALB-E-GLU-25%; Carril 7, OC-CALB-E-GLU-50%;
Carril 8: , OC-CALB-E-GLU-100%.
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De la figura 52, se observa que la modificacion de OC-CALB-C y OC-CALB-E con
glutaraldehido permitié la obtencion de dos conjuntos diferentes de derivados de
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CALB producto del entrecruzamiento con glutaraldehido. Mientras el tratamiento
con glutaraldehido de los derivados OC-CALB-C provocé mayoritariamente el
entrecruzamiento intermolecular, el mismo tratamiento ocasiono en los derivados

OC-CALB-E-GLU el entrecruzamiento intramolecular (Figura 53).

Figura 53. Efecto de la modificacibn de OC-CALB-C y OC-CALB-E con

glutaraldehido sobre el tipo de entrecruzamiento proteico.
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La caracterizacion de los derivados OC-CALB-E-GLU-25%, OC-CALB-E-GLU-
50% y OC-CALB-E-GLU-100% por electroforesis en condiciones no-
desnaturalizantes (PAGE-Nativa), en la cual las proteinas migran de acuerdo a su
relacion carga/masa (Figura 54), mostré que el entrecruzamiento intramolecular
producido en la superficie enzimatica de CALB por la modificacibn con
glutaraldehido provoco problemas de difusion, que ocasionaron que la banda

perteneciente a la proteina migrara mas que la proteina no modificada. El efecto
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de difusion fue mas notable en los derivados OC-CALB-E-GLU-50% y OC-CALB-
E-GLU-100%. ElI cambio en la movilidad electroforética de CALB se debio
posiblemente a la compleja naturaleza quimica del glutaraldehido, que puede
producir espontdneamente grupos carboxilicos por oxidacién y deshidratacion
(Walt y Agayn, 1994; Dartiguenave y Col., 2004; Wine y Col., 2007).

Figura 54. Electroforesis Page-nativa de los derivados OC-CALB-E-GLU. Los
experimentos fueron realizados de acuerdo a lo descrito en la seccion 4.3.2 Carril
1: marcador de peso molecular; Carril 2: OC-CALB-E-GLU-25%; Carril 3: OC-
CALB-E-GLU-50%; Carril 4 OC-CALB-E-GLU-100%.

5.5.4 Efecto de la modificacion controlada de los derivados OC-CALB-C y
OC-CALB-E con glutaraldehido sobre la fuerza de adsorcion enzima-soporte.
La figura 55 muestra el perfil de desorcion de CALB en las preparaciones

inmovilizadas y modificadas con glutaraldehido usando Tritén 0.1% v/v.

Los perfiles de desorcion de los derivados OC-CALB-C-GLU muestran que, con el
aumento progresivo de la concentracion de triton hasta 1.5% vl/v, fue posible la
desorcion del 55% de mondémero de CALB inmovilizado en el derivado OC-CALB-
C-GLU-25%. En los derivados OC-CALB-C-GLU-50% y OC-CALB-C-GLU-100%

solo fue posible liberar del soporte, en torno a 50% y 44% del mondmero de
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CALB, respectivamente. El porcentaje de enzima no desorbida correspondi6 a los
agregados diméricos y tetraméricos altamente hidrofébicos formados por el
entrecruzamiento intermolecular, y confirmados por la electroforesis SDS-PAGE
(figura 52).

Por su parte, la incubaciéon de los derivados OC-CALB-E-GLU-25%, OC-CALB-E-
GLU-50% y OC-CALB-E-GLU-100% en concentraciones progresivas de triton
(hasta 1.5% v/v), permitié desorber del soporte Octil-agarosa, el 85%, 80% y 75%
del monémero de CALB, respectivamente. Los resultados obtenidos confirman
gue la modificacion del derivado OC-CALB-E con glutaraldehido ocasion6 por

tanto entrecruzamientos intramoleculares mayoritariamente.

Figura 55. Perfil de desorcion de los derivados OC-CALB-C-GLU y OC-CALB-
E-GLU del soporte Octil-agarosa. Los derivados de CALB fueron incubados en
concentraciones crecientes de triton X-100, como se describe en el numeral 3.5.
() OC-CALB-C; (A) OC-CALB-C-GLU-25%; (o) OC-CALB-C-GLU-50%; (¢) OC-
CALB-C-GLU-100%; (A)OC-CALB-E-GLU-25%; (m)OC-CALB-E-GLU-50%; (¢)
OC-CALB-E-GLU-100%.
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5.5.5 Efecto de la modificacion de los derivados OC-CALB-C y OC-CALB-E

con glutaraldehido sobre la actividad enzimatica frente al pNPB. La actividad
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enzimatica de los derivados OC-CALB-C-GLU-25%, OC-CALB-C-GLU-50%, OC-
CALB-C-GLU-100%, OC-CALB-E-GLU-25%, OC-CALB-E-GLU-50% y OC-CALB-
E-GLU-100% fue evaluada en la hidrdlisis del p-NPB, 0.4 mM y a pH 7, de

acuerdo con lo descrito en la seccion de métodos analiticos, numeral 4.1.

La tabla 22 muestra que las modificaciones realizadas sobre el derivado OC-
CALB-C con glutaraldehido ocasionaron un incremento en la actividad enzimatica
frente al p-NPB. Los derivados obtenidos por modificaciones parciales, OC-CALB-
C-GLU-25% y OC-CALB-C-GLU-50% fueron 13.3% y 4% mas activos
respectivamente que el derivado no modificado OC-CALB-C. Es de resaltar la
actividad del derivado OC-CALB-C-GLU-100%, el cual fue 26.6% mas activo que
el derivado OC-CALB-C. Es probable que el incremento en la actividad de los
derivados OC-CALB-C-GLU se deba a los entrecruzamientos intermoleculares
generados por la reaccién entre el glutaraldehido y los residuos de lisina de dos
moléculas de lipasa muy proximas entre si. El entrecruzamiento estaria
ocasionando un cambio en la forma exacta del centro activo de la enzima al

aumentar la rigidez en ciertas zonas de la proteina.

De forma similar al derivado OC-CALB-C, el tratamiento con glutaraldehido del
derivado OC-CALB-E ocasiono un incremento en la actividad enzimatica frente a
la hidrdlisis del pNPB, excepto para el derivado OC-CALB-E-GLU-25% en donde
redujo la actividad enzimética en un 8.3%. Los derivados OC-CALB-E-GLU-50% vy
OC-CALB-E-GLU-100% fueron 4% y 23.6%, respectivamente, mas activos que el
derivado OC-CALB-E. Las diferencias de actividad en los derivados OC-CALB-E-
GLU se deben posiblemente a los cambios conformacionales que sufre la
estructura 3D de la enzima, en este caso por el entrecruzamiento intramolecular
ocasionado por el glutaraldehido en la molécula de lipasa. A diferencia de los
derivados OC-CALB-C-GLU en donde se favorecid el entrecruzamiento

intermolecular, en los derivados OC-CALB-E-GLU, las moléculas de lipasa se
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encontrarian distribuidas de forma homogénea sobre el soporte, y mas alejadas

entre si.

Tabla 22. Actividad enzimatica de los derivados de OC-CALB-C y OC-CALB-E
modificados parcial y masivamente con glutaraldehido en la hidrélisis de p-
NPB, 0.4 mM a pH 7. Los experimentos se realizaron de acuerdo a lo descrito en
la seccién de métodos analiticos, numeral 4.1. @ Actividad antes de reduccién con

NaBH,  Actividad después de reduccién con NaBH.

Derivado Actividad(U/g) ) Actividad (U/g) i

OC-CALB-C 75+0.3 NR
OC-CALB-C-GLU-25% 85+0,1 8.3+ 0.1
OC-CALB-C-GLU-50% 7.8+0.2 75+0.2
OC-CALB-C-GLU-100% 9.5+ 0.1 9.3+ 0.1

OC-CAL-C 7.2+ 0,2 NR
OC-CALB-C-GLU-25% 6.3+ 0.3 6.6+ 0.2
OC-CALB-C-GLU-50% 7.5+ 0.2 7.4+0.1
OC-CALB-C-GLU-100% 9.9+0.2 8.9+ 0.2

5.5.6 Efecto del pH sobre la actividad enzimatica de los derivados OC-CALB-
C-GLU y OC-CALB-E-GLU frente al pNPB. La figura 56 muestra que la
modificacion de las moléculas de CALB con glutaraldehido produjo un cambio
significativo en el perfil pH/actividad de la enzima.

La modificacion de los derivados OC-CALB-C con glutaraldehido altero
draméaticamente la actividad enzimatica de CALB frente al pNPB en el rango de
valores de pH estudiados (valores de pH entre 5y 10). A pH 7, la modificacion

produjo un leve incremento en la actividad de los derivados OC-CALB-C-GLU-25%
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y OC-CALB-C-GLU-50% (incremento del 2% y 4%, respectivamente) frente al
pNPB, en comparacion con el derivado OC-CALB-C no modificado. El incremento
fue mas notable en el derivado modificado masivamente OC-CALB-C-GLU-100%,

el cual fue 20% mas activo que el derivado OC-CALB-C.

La disminucion del valor de pH a 6 ocasioné la disminucién de la actividad del
derivado OC-CALB-C con respecto a la actividad exhibida por el derivado a pH 7.
Los derivados OC-CALB-C-GLU-25%, OC-CALB-C-GLU-50% y OC-CALB-GLU-
100% fueron mas activos en comparacion con la actividad exhibida frente al pNPB
a pH 7. Sin embargo, no se evidencioé una correlacion directa entre el incremento

de la actividad enzimética y el grado de modificacion.

A pH 5, el derivado OC-CALB-C-GLU-100% fue 77% mas activo que el derivado
OC-CALB-C, mientras que los derivados OC-CALB-C-GLU-25% y OC-CALB-C-
GLU-50% fueron 34.4% y 1.6%, respectivamente, mas activos que el derivado no

modificado.

A pH 9, los derivados OC-CALB-C-GLU exhibieron el maximo valor de actividad
frente al pNPB. Los derivados OC-CALB-C-GLU-25%, OC-CALB-C-GLU-50% vy
OC-CALB-GLU-100% fueron 48.8%, 84% y 45%, respectivamente, mas activos
frente al pNPB que a pH 7.

Las diferencias encontradas en la actividad de los derivados OC-CALB-C-GLU a
valores de pH comprendidos en el rango entre 5 y 10 frente al pNPB, se deben
posiblemente a los cambios conformacionales que sufre la enzima en la estructura
3D por cuenta de los entrecruzamientos intermoleculares ocasionados por el

glutaraldehido.

La modificacion de los derivados OC-CALB-E con glutaraldehido produjo cambios

en el perfil pH/actividad de la enzima. Por ejemplo, en el rango de valores de pH
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de 5 a 7, los derivados OC-CALB-E-GLU-25%, OC-CALB-E-GLU-50% y OC-
CALB-E-GLU-100% fueron mas activos (sin exceder el 24% de incremento) que el
derivado no modificado OC-CALB-E. A valores de pH alcalino, la modificacion
produjo una mejora significativa en la actividad enzimética de los derivados OC-
CALB-E-GLU proporcional al grado de modificacion obtenido. A pH 8 y pH 9, el
derivado OC-CALB-E-GLU-100% fue 68% y 77.5%, mas activo respectivamente,
que el derivado OC-CALB-E. Los resultados obtenidos sugieren que el
entrecruzamiento intramolecular de residuos de lisina cercanos entre si en la
molécula de CALB con glutaraldehido, ocasioné la rigidificacion de zonas
aminoacidicas cercanas al centro activo, evitando con ello, cambios
conformacionales drasticos en la estructura 3D de la enzima por cuenta del valor
de pH.

Figura 56. Influencia del valor del pH sobre la actividad de los diferentes
derivados modificados de OC-CALB. Los experimentos se realizaron a 25 °C,
usando p-NPB como sustrato, de acuerdo a lo descrito en la seccion 3.3.
Derivados: (©) OC-CALB-C; (A) OC-CALB-C-GLU-25%; (o) OC-CALB-C-GLU-
50%; (0) OC-CALB-C-GLU-100%; (») OC-CALB-E (A)OC-CALB-E-GLU-25%;
(m)OC-CALB-E-GLU-50%; (¢) OC-CALB-E-GLU-100%.
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5.5.7 Estabilidad de los derivados de OC-CALB-C y OC-CALB-E modificados

con glutaraldehidos

5.5.7.1 Estabilidad térmica de los derivados OC-CALB-C-GLU y OC-CALB-E-
GLU apH 5, 7y 9. La estabilidad de los derivados OC-CALB-C-GLU y OC-CALB-
E-GLU fue evaluadaapH 5y pH 7 a 60°C y pH 9 a 50°C, de acuerdo a lo descrito
en la seccion métodos experimentales, numeral 3.4.1.La tabla 23 resume los
tiempos de vida media para los derivados OC-CALB-C y OC-CALB-E modificados
con glutaraldehido.

Tabla 23. Tiempos de vida media (horas) de los derivados OC-CALB-C-GLU y
OC-CALB-E-GLU a diferentes condiciones de inactivacion térmica. Los
experimentos se realizaron de acuerdo a lo descrito en la seccion de métodos

experimentales, numeral 3.4.

Tiempo de vida media (h)
DERIVADO
pH 5, 60°C pH 7, 60°C pH 9, 50°C
OC-CALB-C 5+0.3 16 £ 0.7 20+1
OC-CALB-C-GLU-25% 15+0.7 40+ 1 58+3
OC-CALB-C-GLU-50% 45+1 85+3 77+3
OC-CALB-C-GLU-100% 110+ 3 130+5 100+ 5
OC-CALB-E 5%0.2 155.+0.5 205+0.5
OC-CALB-E--GLU-25% 10.5+0.5 20+ 0.5 30+0.7
OC-CALB-E--GLU-50% 15+0.9 38+0.6 35+1.3
OC-CALB-E--GLU-100% 30+1.3 52+0.9 20+1.1

De la tabla 23, se puede ver que a pH 5y 60°C, los derivados OC-CALB-C-GLU-
25%, OC-CALB-C-GLU-50% y OC-CALB-C-GLU-100%, fueron 3, 9 y 22 veces

mas estables respectivamente, que el derivado OC-CALB-C. A suvez, apH 7y
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60°C, fueron 2.5, 5.3 y 8.1 veces mas estables respectivamente, que el derivado
no modificado. Con el cambio en las condiciones de inactivacion a pH 9 y 50°C, la
estabilidad de los derivados OC-CALB-C-GLU disminuyé con respecto a la
mostrada a pH 5 y 60°C. No obstante, los derivados OC-CALB-C-GLU-25%, OC-
CALB-C-GLU-50% y OC-CALB-C-GLU-100% fueron de nuevo mas estables que
el derivado OC-CALB-C en un factor de 2.9, 3.8 y 5 respectivamente. La alta
estabilidad exhibida por los derivados OC-CALB-C-GLU y en especial del derivado
OC-CALB-C-GLU-100% sugiere que la modificacién con glutaraldehido generé
mayoritariamente la formacion de agregados diméricos y tetraméricos de CALB a
través de entrecruzamientos intermoleculares -evidenciados en la electroforesis
SDS-PAGE, figura 52- que rigidificaron la estructura 3D de las moléculas de
lipasa, evitando cambios conformacionales desfavorables por cuenta de la

temperatura.

La modificacion parcial y masiva de los derivados OC-CALB-E con glutaraldehido
incremento la estabilidad de los derivados OC-CALB-E-GLU en las condiciones de
inactivacion estudiadas en comparacion con el derivado no modificado. Por
ejemplo, a pH 5y 60°C, los derivados OC-CALB-E-25%, OC-CALB-E-GLU-50% y
OC-CALB-E-GLU-100% fueron 2.1, 3 y 6 veces mas estables respectivamente,
que el derivado OC-CALB-E, mientras que a pH 7 y 60°C, fueron 1.3, 25y 3.4
veces mas estables que el derivado no modificado. A pH 9 y 50°C, los derivados
OC-CALB-E-25% y OC-CALB-E-GLU-50% fueron 1.5 y 1.7 veces mas estables
respectivamente que el derivado OC-CALB-E. El derivado OC-CALB-E-GLU-100%

conservo la misma estabilidad del derivado no modificado.

Ademés, los derivados OC-CALB-E-GLU fueron menos estables en las
condiciones de inactivacion estudiadas (pH 5y 60°C, pH 7 y 60°C, pH 9 y 50°C)
que los derivados OC-CALB-C-GLU. Las diferencias en la estabilidad entre los
derivados OC-CALB-E-GLU y OC-CALB-C-GLU, se deben probablemente a la

contribuciéon del tipo de entrecruzamiento producido por la modificacion con
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glutaraldehido. Por otro lado, en los derivados OC-CALB-C-GLU, el tratamiento
con glutaraldehido causo6 un intenso entrecruzamiento intermolecular. En el caso
de los derivados OC-CALB-E-GLU la modificacion ocasiono el entrecruzamiento
intramolecular del monémero de CALB que rigidificd solo las zonas de la superficie
proteica involucradas en la formacion del enlace covalente entre 2 residuos de
lisina cercanos entre si con el glutaraldehido. La figura 57 muestra que en la
estructura 3D de CALB, es posible encontrar que los residuos Lys 136 y 308, Lys
98 y 32, y Lys 13 y 134 podrian estar lo suficientemente cerca para permitir la
formacion de un entrecruzamiento intramolecular y con ello la rigidifcacion de

estas zonas.

Figura 57. Modelo de estructura de superficie 3D de CALB indicando los
grupos amino (color rojo) y la distancia entre los grupos mas cercanos. A)
Cara frontal (lid). B) cara posterior. La estructura de superficie 3D de CALB fue
obtenida de Protein Data Bank (codigo PDB: 1TCA) y visualizada usando Pymol
0.99.

5.5.7.2 Estabilidad de los derivados OC-CALB-C-GLU y OC-CALB-E-GLU en
presencia de DMSO (50% v/v) a pH 7 y 50°C. La estabilidad de los derivados
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OC-CALB-C-GLU y OC-CALB-E-GLU fue evaluada en Dimetil-sulfoxido (DMSO)
50% (v/v) / buffer tris-HCI 100 mM, pH 7 a 45°C de acuerdo a lo descrito en la
seccion de métodos experimentales, numeral 3.4.2. La eleccion de DMSO 50% v/v
se realizd después de establecer que ocasioné un mayor efecto inactivante sobre
el derivado OC-CALB-C (disminuy6 en un 50% la actividad inicial del derivado
después de 24 horas de incubacién) en comparacién con los co-disolventes
organicos, dioxano 50% v/v, dimetil-formamida 50% v/v y tetrahidrofurano 50% v/v
a 25°C. La temperatura de incubacién fue incrementada a 45°C con el fin de
acelerar la velocidad de inactivacion de los derivados OC-CALB-C-GLU y OC-
CALB-E-GLU.

La tabla 24 muestra que la modificacion de los derivados OC-CALB-C y OC-
CALB-E con glutaraldehido incremento la estabilidad de CALB en presencia de
DMSO 50% v/v / buffer tris-HCI 200 mM, pH 7 a 45°C. Los derivados OC-CALB-C-
GLU-25%, OC-CALB-C-GLU-50% y OC-CALB-C-GLU-100% fueron 2.3, 6.4y 13.7
veces mas estables respectivamente, que el derivado no modificado OC-CALB-C.
Por otro lado, los derivados OC-CALB-E-GLU-25%, OC-CALB-E-GLU-50% y OC-
CALB-E-GLU-100%, fueron mas estables que el derivado OC-CALB-E en un

factor de 1.2, 2.5y 8 veces respectivamente.

Los resultados obtenidos (Tabla 24) muestran que los derivados OC-CALB-C-
GLU-25%, OC-CALB-C-GLU-50% y OC-CALB-C-GLU-100% fueron notablemente
mas estables en presencia de dioxano 50% v/v que los derivados OC-CALB-E-
GLU-25%, OC-CALB-E-GLU-50% y OC-CALB-E-GLU-100%. Las diferencias en la
estabilidad entre los dos conjuntos de derivados de CALB se debieron muy
probablemente a la rigidez conferida en la estructura 3D de la enzima por el tipo
de entrecruzamiento proteico ocasionado por el glutaraldehido. En los derivados
OC-CALB-C-GLU, el glutaraldehido ocasion6 entrecruzamientos intermoleculares
de CALB, que generaron la formacion de agregados diméricos y tetrameéricos mas

estables, mientras que en los derivados OC-CALB-E-GLU, el glutaraldehido
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generd mayoritariamente entrecruzamientos intramoleculares del monémero de
CALB.

Tabla 24. Tiempos de vida media (horas) de los derivados OC-CALB-C-GLU y
OC-CALB-E-GLU en presencia de DMSO 50% v/v/ buffer tris-HCI 100 mM, pH
7. Los experimentos se realizaron de acuerdo a lo descrito en la seccién de

métodos experimentales, numeral 3.4.2

Tiempo de vida media (h)
DERIVADO Condicion ambiental:
DMSO (50 % v/v), 45°C, pH 7
OC-CALB-C 4.2 +0.2
OC-CALB-C-GLU-25% 9.5+0.5
OC-CALB-C-GLU-50% 272
OC-CALB-C-GLU-100% 55+3
OC-CALB-E 4+0.3
OC-CALB-E--GLU-25% 48+04
OC-CALB-E--GLU-50% 10+ 0.5
OC-CALB-E--GLU-100% 324

5.6 CONCLUSIONES

e Se obtuvieron dos derivados de CALB inmovilizados en el soporte octil-
agarosa a través de dos estrategias: 1) a través de la adsorcion rapida de la
enzima sobre el soporte (OC-CALB-C), a baja fuerza ionica en buffer fosfato
sédico 5 mM. 2) Regulando la velocidad de inmovilizacion de CALB en el
soporte (OC-CALB-E), usando etanol al 30% (v/v) como cosolvente.
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Los residuos de lisina de los derivados OC-CALB-C y OC-CALB-E fueron
modificados al 25%, 50% y 100% con glutaraldehido. Para ello, se
estandarizaron las condiciones de reaccion, determindndose que la
modificacion del 25% de los grupos amino presentes en la superficie
enzimatica de CALB, se logr6 empleando glutaraldehido 0.1 % v/v a pH 6
durante 30 minutos de reaccion. La modificacion del 50% de los residuos
lisinicos se obtuvo utilizando glutaraldehido 0.1 %v/v, a pH 7, durante 1 hora
de reaccion. Mientras que la modificacion al 100% se obtuvo con

glutaraldehido 0.5% v/v a pH 7 durante 1 hora de reaccion.

La modificacién de OC-CALB-C y OC-CALB-E con glutaraldehido produjo dos
conjuntos diferentes de derivados de CALB producto del tipo de
entrecruzamiento  proteico generado. Mientras el tratamiento con
glutaraldehido de los derivados OC-CALB-C provocO mayoritariamente la
formacion de agregados diméricos y tetraméricos de CALB por el
entrecruzamiento intermolecular, el mismo tratamiento ocasioné en los
derivados OC-CALB-E-GLU el entrecruzamiento intramolecular del monoméro
de CALB.

La modificacion gradual de los derivados OC-CALB-C y OC-CALB-E con
glutaraldehido produjo un incremento notable en la actividad enziméatica de los
derivados OC-CALB-C-GLU y OC-CALB-E-GLU en la hidrolisis del p-NPB, 0.4
mM a pH 7. Asi, los derivados OC-CALB-C-GLU-25%, OC-CALB-C-GLU-50%
y OC-CALB-C-GLU-100% fueron 13.3%, 4% Yy 26.6% mas activos
respectivamente, que el derivado no modificado OC-CALB-C. Mientras los
derivados OC-CALB-E-GLU-50% y OC-CALB-E-GLU-100% fueron 4% vy

23.6%, respectivamente, mas activos que el derivado OC-CALB-E.

La modificacion de los derivados OC-CALB-C y OC-CALB-E con

glutaraldehido alteré el pH 6ptimo de funcionamiento de CALB. En general los

194



derivados OC-CALB-C-GLU-25%, OC-CALB-C-GLU-50%, OC-CALB-C-GLU-
100%, OC-CALB-E-GLU-25%, OC-CALB-E-GLU-50% y OC-CALB-E-GLU-
100%, exhibieron la maxima actividad enzimatica en la hidrdlisis de pNPB a

pH 9, mientras que el derivado no modificado fue mas activo a pH 7.

Los derivados OC-CALB-C-GLU fueron mas estables bajo diferentes
condiciones de inactivacion térmica en comparacion con el derivado no
modificado. A pH 5 y 60°C, los derivados OC-CALB-C-GLU-25%, OC-CALB-
C-GLU-50% y OC-CALB-C-GLU-100%, fueron 3, 9 y 22 veces mas estable
respectivamente, que el derivado OC-CALB-C, mientras que a pH 7 y 60°C,
fueron 2.5, 5.3 y 8.1 veces mas estables respectivamente, que el derivado no
modificado. A pH 9 y 50°C los derivados OC-CALB-C-GLU-25%, OC-CALB-C-
GLU-50% y OC-CALB-C-GLU-100% fueron mas estables que OC-CALB-C en

un factor de 2.9, 3.8 y 5 respectivamente.

La modificaciébn parcial y masiva de los derivados OC-CALB-E con
glutaraldehido increment6 la estabilidad de los derivados OC-CALB-E-GLU en
las condiciones de inactivacion estudiadas (pH 5y 60°C, pH 7 y 60°C, pH 9y
50°C) en comparacion con el derivado no modificado. Por ejemplo, a pH 5y
60°C, los derivados OC-CALB-E-25%, OC-CALB-E-GLU-50% y OC-CALB-E-
GLU-100% fueron 2.1, 3 y 6 veces mas estables respectivamente, que el
derivado OC-CALB-E, mientras que a pH 7 y 60°C, fueron 1.3, 2.5y 3.4 veces
mas estables que el derivado no modificado. A pH 9 y 50°C, los derivados OC-
CALB-E-25% y OC-CALB-E-GLU-50% fueron 1.5 y 1.7 veces mas estables
respectivamente que el derivado OC-CALB-E. El derivado OC-CALB-E-GLU-

100% conservo la misma estabilidad del derivado no modificado.
La modificacion de los derivados OC-CALB-C y OC-CALB-E con

glutaraldehido incremento la estabilidad de CALB en presencia de DMSO 50%
viv | buffer tris-HCI 100 mM, pH 7 a 45°C. Los derivados OC-CALB-C-GLU-
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25%, OC-CALB-C-GLU-50% y OC-CALB-C-GLU-100% fueron 2.3, 6.4 y 13.7
veces mas estables respectivamente, que el derivado no modificado OC-
CALB-C. Por su parte, los derivados OC-CALB-E-GLU-25%, OC-CALB-E-
GLU-50% y OC-CALB-E-GLU-100%, fueron més estables que el derivado OC-
CALB-E en un factor de 1.2, 2.5y 8 veces respectivamente.
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ANEXOS

Anexo A. mPEG

mPEG
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Datos seleccionados para mPEG COOH: IR: v 3462 (OH), 1753 (vibracion del

C=0 del acido carboxilico y del ester), 1464 y 1348 (banda del CH,) 1132 (banda
del ester C-0).
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Anexo B. Curva de calibracion

Curva calibraciéon R/S-propanolol
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Curva calibraciéon R/S-atenolol
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Anexo C. La actividad especifica de la CAL B se determiné de la siguiente

manera.

10° .V, , FD
Actividad especifica (U/g)= m 107 Vi, FD.
e V, C

prot

Donde

m = pendiente (mol/L.min)

¢ = coeficiente de extincién molar del PNPB (3100 M 1xcm™)
V; = Volumen total de la reaccion

Vi = Volumen de la solucion enzimética

FD = Factor de dilucién enzimatico

Corot = cOncentracion de proteina en la solucion enzimatica

U = cantidad de enzima necesaria para hidrolizar un mol de pNPB a 25°C
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Anexo D. Curva calibraciéon para la determinacion de proteina mediante el
método del BRADFORD
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