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TITULO: MODULACION DE LAS PROPIEDADES BIOCATALITICAS
DE LIPASAS MICROBIANAS MEDIANTE LA SINTESIS DE
AGREGADOS ENZIMATICOS ENTRECRUZADOS (CLEASs)*.

Galvis Magaly, Ortiz Claudia y Torres Rodrigo **

Palabras claves: Modificacibn quimica, agregados enzimaticos
entrecruzados (CLEAS).

Las lipasas de Candida antarctica B (Cal-B) y Thermomyces
lanuginosus (TLL) fueron inmovilizadas en soportes de octil agarosa y
posteriormente modificadas por reacciones de aminacién y succinilacion
en fase soélida. El efecto de la modificacion quimica fue evaluado sobre
las propiedades de actividad y estabilidad de la Cal-B y la TLL,
hallandose que la aminacion quimica permitié un incremento del 10 y
13% en la actividad de la Cal-B y la TLL, respectivamente. La
aminacion quimica mejoré notablemente la estabilidad de la TLL en la
medida que el grado de modificacion fue incrementado. Sin embargo,
este tipo de modificacion causo un efecto irrelevante sobre la propiedad
de estabilidad de la Cal-B. Por su parte, la succinilacion quimica
provocd una marcada reduccion en la actividad de las lipasas en
estudio.

Las lipasas modificadas por reacciones de aminacion, fueron utilizadas
para la preparacion de agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS).
La sintesis de CLEAs ocurre a través de dos pasos: un paso de
precipitacion seguido de un paso de entrecruzamiento. Aungue la
precipitacion puede alcanzarse mediante el uso de diferentes agentes
precipitantes, el paso de entrecruzamiento se ha convertido en un
problema debido a la baja cantidad de residuos de Lys presentes en la
superficie de las lipasas. El enriquecimiento con grupos amino mediante
reacciones de aminacion con etilendiamina facilito el entrecruzamiento
proteico, dando lugar a dos nuevos biocatalizadores que fueron
finalmente utilizados en la resolucion cinética del R/S-Propanolol.

*Proyecto de Grado

**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Rodrigo Torres
Séez
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TITLE: MODULATION OF BIOCATALYTIC FEATURES OF
MICROBIAL LIPASES BY SYNTHESIS CROSSLINKED ENZYME
AGGREGATES (CLEASs)*.

Galvis Magaly, Ortiz Claudia y Torres Rodrigo **

Keywords: Chemical modification, Crosslinked enzyme aggregates
(CLEAS).

Candida antarctica lipase B (CAL-B) and Thermomyces lanuginosus
(TLL) were immobilized on octil agarose and further modified on solid
phase by succinylation and amination reactions. The effect of chemical
modification on the activity and stability properties of the Cal-B and TLL
was evaluated and found to chemical amination allowed an increase of
10% and 13% in the Cal-B and TLL activity, respectively. The chemical
amination markedly improved stability TLL as in the degree of
modification was increased. However, this type of modification caused
an irrelevant effect on the stability property of the Cal-B. Otherwise, the
chemical succinylation caused a marked reduction in the activity of
lipases on study.

Lipases modified by amination reactions were used for the preparation
of cross-linked enzyme aggregates (CLEAs). CLEAs synthesis occurs
through two steps: precipitation step followed by a crosslinking.
Although the precipitation can be achieved by using different
precipitating agents, the crosslinking step has become a problem due to
the low amount of Lys residues present on the surface of lipases. The
enrichment with  amino groups by chemical amination with
ethylenediamine facilitated protein crosslinking, resulting in two new
biocatalysts that were ultimately used in the kinetic resolution of R / S-
propranolol.

*Gradution Project

**Eaculty of science. School of chemistry. Director: Rodrigo Torres Sdez
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INTRODUCCION

Las enzimas son proteinas que catalizan una gran variedad de
reacciones de transformacion de sustratos organicos naturales y
sintéticos. Poseen una elevada especificidad, regioselectividad vy
enantioselectividad, lo cual las convierte en catalizadores ideales para
llevar a cabo reacciones en biosintesis orgénica. Sin embargo, las
enzimas en general, poseen limitaciones como baja estabilidad en
condiciones drasticas de pH y temperatura, y pueden presentar pérdida
de sus propiedades cataliticas al ser empleadas en medios de reaccion
diferentes a los naturales, por lo que su implementacion a nivel

industrial es restringida (Rozzell, 1999).

Por esta razon, la ingenieria de enzimas ha desarrollado a lo largo de
los dltimos afios, nuevas técnicas que pretenden mejorar las
propiedades biocataliticas (estabilidad, actividad, enantioselectividad)
de las enzimas. Entre las técnicas mas utilizadas se encuentran la
inmovilizacién sobre soportes 0 en ausencia de soportes, técnicas de
modificacion quimica y manipulacion genética, entre otras. De esta

manera, las enzimas pueden ser finalmente utilizadas a nivel industrial.

Las lipasas (triacilglicerol acilhidrolasas, EC. 3.1.1.3) conforman un
grupo de enzimas de gran interés en quimica organica, porque catalizan
reacciones con diferentes sustratos con una elevada regio Yy/o
enantioespecificidad y/o selectividad. Estas propiedades han convertido
a las lipasas en las enzimas con mayor uso en biotransformaciones
(Cruz et al; 2012; Gotor et al; 2006).
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Las lipasas presentan un complejo mecanismo de activacion interfacial,
gue implica cambios conformacionales entre una forma abierta (activa)
y una forma cerrada (inactiva) de la molécula enzimética. La
complejidad de este interesante mecanismo de activacibn genera
grandes dificultades en el entendimiento y control de la aplicacion de las
lipasas. Sin embargo, puede convertirse en una interesante herramienta
gue permita la modulacion de las propiedades biocataliticas de estas
enzimas (Fernandez et al; 1998; Bastida et al., 1998)

La inmovilizacion de proteinas y la modificacion quimica han sido
herramientas ampliamente utilizadas en la modulacion de las
propiedades las lipasas. En muchos casos, la inmovilizacion constituye
un requerimiento esencial en el uso de enzimas a nivel industrial, que
facilita el control de la reaccion al permitir una facil separacion y

reutilizacion del biocatalizador (Rodrigues et al; 2011).

A diferencia de la inmovilizacion, el cual es un paso necesario en la
preparacion de un biocatalizador industrial, la modificaciébn quimica es
considerada un paso adicional en la preparacion de nuevos
biocatalizadores, que podria mejorar las propiedades de las enzimas.
De esta manera, la modificacion parcial o completa de los residuos
aminoacidicos mas abundantes en la superficie de la proteina (por €],
Asp, Glu, Lys) alteraria en gran medida sus propiedades. Por ejemplo,
la aminacion de los grupos carboxilicos de una enzima con
etilendiamina, cambiara los grupos cargados negativamente, por
nuevos grupos que a pH neutro presentan carga positiva, generando
fuerzas de repulsién en los sitios donde existian puentes ionicos y

dando lugar otras nuevas interacciones (Rodrigues et al; 2011).
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La modificacion quimica y la inmovilizacién de proteinas han sido
tradicionalmente utilizadas como herramientas no relacionadas, que
pretenden mejorar las propiedades cataliticas de las enzimas. Sin
embargo, en algunos casos sus efectos positivos pueden ser aditivos,
dando lugar a un biocatalizador con propiedades mejoradas (Orzéez et
al; 2007).

Durante esta investigacion se estudié el efecto de la modificacién
guimica, utilizando reacciones de aminacién y succinilacién, sobre las
propiedades de actividad y estabilidad de las lipasas microbianas de
Candida antarctica B (Cal-B) y Thermomyces lanuginosus (TLL),

previamente inmovilizadas sobre soportes de octil agarosa.

Finalmente, fueron preparados agregados enzimaticos entrecruzados
(CLEAs) de Cal-B y TLL, aprovechando los beneficios de la
modificacion quimica por reacciones de aminacion, la cual provee a la
enzima de nuevos grupos amino altamente reactivos. El uso en
conjunto de las estrategias de modificacion quimica y sintesis de
agregados enzimaticos entrecruzados, dio lugar a dos nuevos
biocatalizadores que fueron finalmente utilizados en la resolucion
cinética de mezclas racémicas, con interés farmacéutico como el R/S-

Propanolol.
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OBJETIVOS

General

Modular las propiedades biocataliticas de las lipasas de Candida

antarctica B (Cal-B) y Thermomyces lanuginosus (TLL), mediante

estrategias de modificacibn quimica y sintesis de agregados

enzimaticos entrecruzados (CLEAS)

Especificos

Evaluar el efecto de la modificacidon quimica por reacciones de
aminacion y succinilacion, sobre las propiedades biocataliticas
de las lipasas de Candida antarctica B (Cal-B) y Thermomyces
lanuginosus (TLL), previamente inmovilizadas en soportes de

octil agarosa

Evaluar el efecto de la modificacidbn quimica por reacciones de
aminacion en la sintesis de agregados enzimaticos
entrecruzados (CLEAS) de las lipasas microbianas de Candida

antarctica B (Cal-B) y Thermomyces lanuginosus (TLL)

Determinar la enantioselectividad de los agregados enzimaticos
entrecruzados preparados a partir de enzimas modificadas por
reacciones de aminacion, en la resolucion cinética del R/S-

propanolol
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1. MARCO DE REFERENCIA

1. 1 LIPASAS

Las lipasas (triacilglicerol éster hidrolasas EC 3.1.1.3) conforman un
grupo de enzimas ampliamente distribuidas en la naturaleza. Suelen
encontrarse en diversos organismos, desde microorganismos hasta
plantas y animales. Las lipasas conforman un grupo de enzimas utiles
en reacciones que involucran ésteres insolubles en agua (Reetz, M;
2002).

Las principales reacciones catalizadas por lipasas pueden clasificarse
en dos grandes categorias: hidrolisis y sintesis. Dentro de ésta ultima
se clasifican las reacciones esterificacion y transesterificacion (Reis et
al; 2009). A continuacion se presentan las reacciones de hidrdlisis y

sintesis catalizadas por lipasas:
Hidrolisis

RCOOR'+ H,O — RCOOH + R'OH

Sintesis

» Esterificacion » Transesterificacion
RCOOH + R'OH — RCOOR' + RCOOR' + R"OH — RCOOR" +
H, R'OH

1.1.1 Estructuray conformacion de las lipasas
Las lipasas estan clasificadas como serina-hidrolasas. Su triada

catalitica estd compuesta por residuos aminoacidos de serina (Ser),
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histidina (His), acido aspértico (Asp) o glutdmico (Glu), triada catalitica

gue también se encuentra en las serina-proteasas.

En general la estructura de las lipasas puede describirse como una hoja
B central, con un centro catalitico donde se encuentra la serina y sobre
éste residuo aminoacidico, un gran bolsillo hidrofébico el cual esta
formado por residuos aminoacidicos de fenilalanina, triptéfano,
isoleucina, leucina y tirosina. Esta amplia zona de contacto hidrofobico
se muestra después de la activacion de la enzima a medida que es
desplazado, un segmento helicoidal de la cadena polipeptica llamado lid
o “tapadera” que cubre el sitio activo. De manera que el desplazamiento
del lid o tapadera, incrementa esta importante zona de contacto
hidrofobico. La localizaciéon del lid, longitud y complejidad, es
caracteristica de cada lipasa y se incrementa con el tamafio de la
molécula (Grochulsky et al; 1993; Allan, 2000).

En la figura 1 se observa la estructura general de una lipasa, en la que
el lid ha sido desplazado, dejando disponible el centro activo y dando
lugar a una conformacion abierta de la lipasa. Debido a que lid se
encuentra ubicado en la vecindad del centro activo, su naturaleza y
disposicion define en gran parte el mecanismo de activacion de las

lipasas.
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Centro
activo

Figura 1. Estructura general de la lipasa de Humicola lanuginosus. En
la que se muestra la hoja B (azul), rodeada por algunas hélices

(amarillo). El lid o tapadera se muestra en rojo.

1.1.2 Mecanismo de activacion de las lipasas

Estudios realizados por mecanica molecular y por Rayos-X sobre la
estructura de la lipasa de Rhizomucor miehei han comprobado la
existencia de la tapadera hidréfoba o lid, constituida por un segmento
helicoidal de la cadena proteica, que cubre el centro activo de la lipasa
y que tras la adsorcion de la enzima a una interfase oleo-acuosa, se
abre, dejando libre acceso del sustrato hasta el centro activo de la
enzima, donde se sitda la triada catalitica y el agujero oxianiénico. Este
fendmeno es conocido como “activacion interfacial” de las lipasas. Lo
anterior sugiere que las lipasas, que son enzimas hidrosolubles, sufren
un cambio conformacional en el momento de su fijacion a una interfase
(Palomo, J; 2003).
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En la figura 2 se observa que con el desplazamiento del lid, ocurre un
rearreglo estructural de la lipasa, que deja libre el centro activo y un
gran numero de residuos hidrofébicos expuestos, creando una gran
area hidrofobica para la interaccion con la interfase y el enlace del
sustrato al centro activo (Grochulsky et al; 1993). Sin embargo, se ha
observado que en ausencia de interfases hidrofébicas, es decir en
medios acuosos homogéneos, las lipasas presentan actividad catalitica,
lo que sugiere que éstas se encuentran en equilibrio conformacional
entre sus dos estructuras, abierta o activa y cerrada o inactiva
(Brzozowski et al; 1991)

Centro activo
Lid

/

D

- C <
Interfase hidrofobica Zonahidrofobica . Zona hidrofilica

Figura 2. Mecanismo de activacion interfacial de las lipasas.

1.1.3 Adsorcién de lipasas sobre estructuras hidrofébicas

El mecanismo de activacion interfacial de las lipasas indica que éstas
presentan una gran afinidad por las superficies hidrofébicas. La
conformacién abierta de la lipasa da lugar a un gran bolsillo hidrofébico
formado por la cara interna del lid y los residuos hidrofébicos expuestos
gue rodean el centro activo. De esta manera, segun se observa en la

figura 3, las lipasas pueden reconocer cualquier tipo de superficie
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hidrofébica: gotas de grasa, soportes hidrofébicos u otras proteinas
(Derewenda, 1992).

Lipasa abierta
Activa

L
>

_— ...
=& -

Lipasa cerrada |
Inactiva

Zona hidrofébica

. Zona hidrofilica

Proteina hidrofobica

Figura 3. Adsorcion de lipasas sobre diferentes estructuras

hidrofébicas.

La gran afinidad de las lipasas por superficies hidrofébicas, ha sido
usada como una herramienta util de inmovilizacion y purificacion de

este tipo de enzimas (Fernandez et al; 1998)

Frecuentemente los extractos crudos de lipasas incluyen otras
proteinas y enzimas como las esterasas. También la actividad lipasica
puede estar dada por la adicion de muchas formas activas de la lipasa,
lo que puede alterar el comportamiento catalitico de la enzima de
interés y por tanto su utilidad como biocatalizador en muchas

reacciones de quimica fina (Segura et al; 2006).

En este sentido, la inmovilizaciébn por adsorcién interfacial ha sido
utilizada para la purificacion de lipasas a partir de diferentes extractos
enzimaticos. Sugira e Isobe (1997) purificaron las enzimas de

Chromobacterium y Pseudomonas mediante su inmovilizacién a baja
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fuerza idnica sobre vidrios recubiertos hidrofébicamente. En 1994 Rua y
Ballesteros purificaron la lipasa de Candida rugosa mediante adsorcion
en soportes hidrofébicos de fenil agarosa. La purificacion de estas
enzimas fue posible gracias a la afinidad de las lipasas por las
superficies hidrofébicas (Fernandez et al; 1998).

La adsorcién interfacial de las lipasas sobre estructuras hidrofébicas
también ha sido utilizada como una novedosa técnica de inmovilizacion,
aplicable a muchas lipasas. Las lipasas son inmovilizadas a una
superficie a través de interacciones hidrofébicas, electrostaticas o
fuerzas de van der Waals. La adsorcion de lipasas sobre superficies
altamente hidrofébicas involucra principalmente la zona que rodea su
sitio catalitico, zona que comprende el gran bolsillo hidrofébico formado
por la apertura del lid. La inmovilizacion de las lipasas sobre soportes
hidrofébicos de octil agarosa puede promover un incremento en la
actividad de la enzima, o en otros casos mantenerla. Este efecto de
hiperactivacion sugiere que la enzima adopta una conformacion tal en la
que el sitio catalitico se encuentra totalmente dispuesto para la

acomodacion de un determinado sustrato (Fernandez et al; 1998).

1.1.4 Propiedades biocataliticas de lipasas microbianas

Un catalizador se define como toda aquella sustancia que acelera la
velocidad de una reaccion y puede ser finalmente recuperado, sin sufrir
cambios quimicos. En los organismos vivos las enzimas actian como
catalizadores de la mayoria de las reacciones biolégicas. Actualmente
las enzimas también se utilizan como catalizadores de reacciones en
sintesis quimica. Los procesos catalizados por enzimas en la industria
son cada vez mas numerosos, ya que presentan una serie de ventajas

frente a catalizadores convencionales no bioloégicos: presentan una gran
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actividad catalitica, muestran una gran preferencia de sustrato y son

muy activos en condiciones suaves de pH y temperatura (Arroyo, 1998).

Las lipasas se han convertido en las enzimas con mayor uso en
biotransformaciones ya que presentan propiedades que las hacen
biocatalizadores utiles: poseen una amplia especificidad por sustratos
muy diferentes, elevada regioselectividad y enantioselectividad (Palomo
et al; 2002). Esta dultima propiedad les permite llevar a cabo
transformaciones regio y enantioselectivas, las cuales favorecen la

preparacion de alcoholes y ésteres Opticamente puros.

1.2 MODULACION DE LAS PROPIEDADES BIOCATALITICAS DE
LIPASAS

Como se mencion6 anteriormente y segun se muestra en la figura 4, en
medios acuosos homogéeneos, las lipasas se encuentran en equilibrio
conformacional, entre su estructura cerrada o inactiva y su estructura
abierta o activa, lo que permite que sean cataliticamente activas en

ausencia de interfases hidrofébicas.

:J

Conformacion cerrada Conformacion abierta
Inactiva Activa

Zona hidrofébica . Zona hidrofilica

Figura 4. Equilibrio conformacional de lipasas microbianas en medios

acuosos homogéneos.

Durante la catalisis enzimatica, las lipasas sufren cambios

conformacionales dramaticos, que alteran el equilibrio conformacional
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en el que éstas se encuentran. De acuerdo con lo anterior, los grandes
cambios conformacionales que sufren las lipasas y el gran numero de
fuerzas implicadas en el mantenimiento de la estructura de las
diferentes conformaciones, el centro activo de la lipasa parece ser
facilmente alterable, con lo que se podria conseguir modular las
propiedades de la enzima (Bastida et al; 1998). Para ello se puede
hacer uso de dos diferentes herramientas: la ingenieria del medio de
reaccion y la ingenieria del derivado.

Ingenieria del medio

El término ingenieria del medio refiere a la posibilidad de influir en las
propiedades de la enzima en la medida que las condiciones del medio
son modificadas. En el afilo 2000, Carrea y colaboradores mostraron
gque la actividad enzimatica en solventes organicos depende
draméticamente de las condiciones del medio, al evaluar parametros
como la actividad acuosa, el grado de acidez o basicidad, y la

naturaleza del solvente organico (Carrea et al; 2000).

La influencia de las condiciones ambientales de reaccion sobre las
propiedades de la enzima puede ser consecuencia del complejo
mecanismo de accion (activacion interfacial), que involucra significativos
cambios conformacionales en la estructura de la enzima (Derewenda et
al; 1992; Brzozowski et al; 1991).

La figura 5 representa el gran niumero de interacciones que intervienen
en el mantenimiento de la conformacion abierta de la lipasa:
interacciones hidrofébicas entre el gran bolsillo hidrofébico con un
sustrato o con el medio de reaccion, e interacciones electrostéticas y
del tipo puente de hidrogeno entre la cara externa del lid y el resto de la

proteina. En este sentido, es posible considerar que cualquier cambio
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en las condiciones del medio (solventes, pH, fuerza iénica) puede
alterar de forma significativa el balance de éstas interacciones y por
tanto afectar el equilibrio conformacional entre la estructura abierta y
cerrada de la lipasa, la forma exacta del centro activo y por tanto sus
propiedades cataliticas (Palomo et al; 2002; Palomo et al; 2004).

Interacciones puentes de hidrogeno

Interacciones hidrofobicas y puentes salinos

:-

Cambio Experimental
- D
pH, solventes, T

Interacciones electrostaticas

Figura 5. Efecto de las condiciones experimentales en el mecanismo de

apertura y cierre de la lipasa.

Ingenieria del derivado

De acuerdo con los grandes cambios conformacionales que implican la
apertura y cierre del lid en las lipasas, el hecho de preparar nuevos
derivados enzimaticos implicando zonas mas o menos cercanas al
centro activo, confiriendo mas o menos rigidez o alterando el
microambiente de la enzima, podria también modificar en gran medida

las propiedades cataliticas de las lipasas.

En este contexto, se han utilizado diferentes herramientas para la
modificacion de las propiedades de las lipasas. Estrategias como la

inmovilizacion covalente multipuntual y unipuntual, la modificacién

33



Modulacion de las propiedades biocataliticas de lipasas microbianas mediante la sintesis de agregados
enzimaticos entrecruzados (CLEAs)

guimica y genética, han sido empleadas con el objetivo de modificar las
propiedades biocataliticas de las enzimas (Lépez et al; 2005; Siddiqui y
Cavicchioli, 2005).

En el curso de esta investigacidbn se hizo uso de dos importantes
estrategias: la primera de ellas fue la modificacion quimica en fase
soOlida mediante reacciones de aminacién y succinilacién, y en segundo
lugar la insolubilizacion de las proteinas mediante la sintesis de

agregados enziméaticos entrecruzados (CLEAS).

1.2.1 Modificacion quimica en fase solida

Si bien la adsorcion de las lipasas sobre estructuras hidrofébicas,
permite que éstas, se encuentren mayoritariamente en su conformacion
abierta o activa. Bajo estas condiciones se modifico la superficie de las
lipasas previamente inmovilizadas en soportes hidrofébicos de octil
agarosa. La modificacion de proteinas en fase sélida permite efectuar

un disefio sencillo de los experimentos debido a que:

- se facilita el control de la modificacién, ya que el agente modificante
gue no ha reaccionado se encuentra en la disolucion y se puede
analizar sin interferencias de la proteina o del reactivo que ya ha

reaccionado con ésta.

- el final de la reaccién se consigue por simple filtrado del derivado,
separandose de este modo todo el reactivo de la proteina insolubilizada

y modificada.

- la proteccion de grupos importantes favorece la estabilidad de la

enzima.

- se pueden disefiar facilmente modificaciones quimicas complejas con

cambio de pH, eliminacion de reactivos solubles, etc.
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De acuerdo con lo anterior, la adsorcion de las lipasas sobre una fase,
facilita el control de las reacciones de modificacién quimica (Penzol,
1996; Orzéez et al; 2007).

Por otra parte, las lipasas, asi como otras enzimas no son catalizadores
quimicos perfectos. Pueden ser inestables bajo las condiciones del
medio de reaccidén, o presentar baja o nula actividad y/o estabilidad bajo
determinadas condiciones. En este sentido, la inmovilizacion junto con
el uso de otras herramientas pueden mejorar las propiedades de las
lipasas. De esta manera, la obtencion de un biocatalizador industrial
requiere inicialmente de un paso de inmovilizacién, de manera que la

modificacion quimica consiste entonces, en un paso adicional.

La modificacion quimica ofrece una manera rapida y sencilla de obtener
biocatalizadores mejorados, evitando los requerimientos de la
modificacion genética. La modificacion quimica es una técnica rapida
gue requiere de cortos tiempo de reaccion, haciendo que en pocas
horas se puede obtener una amplia biblioteca de enzimas
guimicamente modificadas. No requiere el conocimiento previo de la
estructura de la enzima ni la disponibilidad de los genes, ya que éste
tipo de modificacion solo incluye los grupos reactivos en la superficie de
la enzima. Por otra parte, algunas desventajas son atribuidas a la
modificacion quimica. Por ejemplo, ésta requiere ser realizada cada vez
gue el biocatalizador es preparado, y no permite una modificacion sitio-
dirigida, de manera que es dificil modificar solo un tipo especifico de
aminoécidos. (Davis, 2003; Diaz et al; 2011).

La modificacion de los residuos aminoacidicos externos en las
proteinas (Lys, Asp, Glu) puede alterar en gran medida sus

propiedades. Por ejemplo, la aminacion de los grupos carboxilicos con
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etilendiamina cambiard grupos cargados negativamente por grupos con
carga positiva a pH neutro, con la consecuente generacion de nuevas
interacciones en la superficie de la proteina. Asimismo, la reactividad
de la enzima modificada se har4 completamente diferente, de manera
que la modificacién quimica permitird la modulacion de las propiedades
de las enzimas (Rodrigues et al; 2011).

Durante el curso de ésta investigacion se modifico la superficie de las
Cal-B y la TLL mediante reacciones de aminacion y succinilacion,
haciendo uso de dos agentes modificantes: etilendiamina y anhidrido
succinico, respectivamente. Las reacciones de aminacion requieren de
la activacion previa con carbodiimida de los grupos carboxilicos
presentes en la superficie de la proteina. Una vez formado el
intermediario, el agente modificador, la etilendiamina, actia como un
nucledfilo formando un nuevo enlace amida y confiriendo una densidad
de carga diferente a la proteina. EI mecanismo de reaccion se muestra
en la figura 6 (Alcalde, 1999; Ldépez et al; 2005; Hoare y Koshland,
1967).

0 0
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COOH c iR, TR
 0_c” -
pH=4,75 “NHR; pH=4,75
+ RN—=C=NR, — > — >
- - PR U

Figura 6. Reaccidbn de aminacion con etilendiamina de los grupos

carboxilicos de la superficie de la proteina

En el proceso de modificacion quimica por reacciones de aminacion, es
altamente probable que los residuos aminoacidicos de tirosina también

sean alterados. Este tipo de aminoacidos tienden a generar O-aril-
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isoureas mediante la interaccion del grupo hidroxilo de la tirosina y el
doble enlace de la carbodiimida, que actla como agente activador de
los grupos carboxilicos en la reacciones de aminacion quimica. La
recuperacion de los residuos aminoacidicos de tirosina modificados en
los procesos de aminacion se hace posible mediante el tratamiento con
hidroxilamina (Gilles et al; 1999; Alcalde, 1999).

Por otra parte, la modificacion de los grupos amino de las proteinas con
anhidrido succinico o mediante reacciones de succinilacién, confiere a
la superficie de la proteina un nuevo grupo carboxilato, cargado
negativamente, modificando de esta manera la carga positiva
caracteristica de los grupos amino. El mecanismo de reaccion se

muestra en la figura 7 (Alcalde, 1999).

0 0
Mk Coneondo o u
N o PH>T ~—NH~C—CH,—CH,~C—0  + H
A
C—CH,
- o” -

Figura 7. Reaccion de succinilacion con anhidrido succinico de los

grupos amino de la superficie de la proteina

Las diferentes estrategias de modificacion quimica, tales como
aminacion o succinilacion, generan un cambio en la carga neta de la
proteina. En este sentido, las reacciones de aminacion incrementan el
namero de cargas positivas y por tanto el punto isoeléctrico de la
proteina. El efecto contrario, es ejercido por las reacciones de
succinilacion, que al disminuir la carga positiva, provocan un descenso
en el punto isoeléctrico de la proteina. El revestimiento de la superficie
de la enzima con cargas positivas 0 negativas puede facilmente

modificar las interacciones que mantienen la estructura de la lipasa asi
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como su movilidad, de manera que estos cambios podrian afectar las

propiedades biocataliticas de las lipasas (Cabrera et al; 2009).

En este contexto, diferentes autores han dedicado gran parte de sus
investigaciones a estudiar el efecto de la modificacion quimica sobre las
propiedades de las lipasas. Cabrera y colaboradores en el 2009
utilizaron la Cal-B inmovilizada en resinas poliméricas macroporosas,
conocida comercialmente como Novozymes 435, para evaluar el efecto
de la modificacién quimica y fisica en las propiedades cataliticas de la
enzima. Novozymes 435 fue completamente modificada por reacciones
de succinilacion, aminacion y recubierta con polimeros como dextrano y
polietilenimina. El efecto de los diferentes tipos de modificacion fue
evaluada en la resolucion cinética de tres diferentes sustratos: (1) acido
butiril fenil acético, (2) metil ester de acido mandélico y en la hidrdlisis

del (3) diester dimetil fenil glutarico.

En la hidrdlisis de los sustratos 1 y 2 se observé que la succinilacion
causO una pérdida de al menos 50 % de la actividad, las demas
preparaciones modificadas con polimeros idnicos y por reacciones de
aminacion presentaron una menor reduccion en la actividad. Sin
embargo, en la hidrdlisis asimétrica del compuesto 3, todos los tipos de
modificacion quimica produjeron un incremento en la actividad de la
CAL-B inmovilizada, como se registra en la figura 8. Este efecto es
atribuido a la alteracion del comportamiento de la lipasa por las
modificaciones quimicas y fisicas, encargadas de modular las
interacciones que mantienen la estructura de la lipasa, asi como del
sitio activo, de manera que las propiedades -cataliticas se ven

afectadas.
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Figura 8. Actividad hidrolitica de las diferentes preparaciones de
Novozymes-435 en la hidrolisis de tres diferentes sustratos. Figura
tomada de Cabrera et al; 2009

Por otra parte, en el 2009 Rodrigues y colaboradores estudiaron el
efecto de la modificacion quimica mediante aminacion en las
propiedades de la lipasa de Thermomyces lanuginosus. Esta enzima
cuenta con una baja distribucion y contenido de lisinas en la superficie,
haciendo que el proceso de inmovilizacion en soportes de glioxil
agarosa sea lento, aproximadamente 15 horas. Sin embargo, la TLL
aminada fue inmovilizada en un tiempo muy corto, recuperando
alrededor del 65 al 70% de actividad enzimética. Caso contrario ocurre
con la TLL soluble o no modificada que es inactivada antes de ser
inmovilizada debido a la lenta velocidad de inmovilizacion (Rodrigues et
al; 2009)

La aminacion quimica aporta nuevos grupos aminos mas reactivos a la
superficie de la enzima. Estos nuevos grupos presentan un bajo pK de
9.2 en comparacién a los grupos amino de la lisina que presentan un pK
de 10.7. De esta manera, la aminacion de la enzima permite realizar la

inmovilizacidn sobre soportes de glioxil agarosa de una forma mas
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rapida y a un pH mas bajo que las condiciones estandar (pH 10) de
inmovilizacion (Fernandez et al; 1993)

En el 2004 Lopez-Gallego y colaboradores estudiaron el efecto de la
modificacidn parcial, por reacciones de aminacion con etilendiamina de
las enzimas Penicilin G acilasa (PGA) y Glutaril acilasa (GA) sobre la
facilidad de inmovilizacién en soportes de glioxil agarosa. PGA posee
en su estructura 41 residuos aminoacidicos de lisina a diferencia de GA
gue solo presenta 9 residuos lisinicos.

La inmovilizacion sobre soportes de glioxil agarosa de PGA modificada
por aminaciéon de manera parcial presentd una rapida inmovilizacion,
conservando el 100% de su actividad, Sin embargo, GA no modificada
presentd una lenta inmovilizacion sobre los mismos soportes,
alcanzando solo el 50% de la inmovilizacion después de 4 horas,

mientras que GA modificada fue inmovilizada al transcurrir una hora.

De acuerdo con lo anterior, la modificacion quimica por reacciones de
aminacion incrementa los sitios de unién de la superficie de la lipasa a
los soportes de glioxil agarosa cargados negativamente, facilitando de
ésta manera la inmovilizacién de la proteina. EI mecanismo hipotético
de inmovilizacidbn de enzimas sobre soportes de glioxil agarosa se

observa en la figura 9.
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Figura 9. Mecanismo de inmovilizacibn de enzimas sobre soportes

glioxil-agarosa

1.2.2 Insolubilizacion de proteinas mediante la sintesis de
agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS)

Se han empleado diversas técnicas de inmovilizacion con el objetivo de
obtener biocatalizadores estables, cataliticamente activos y de facil re-
uso. En general, las técnicas de inmovilizacion de proteinas retnen a
todos aquellos métodos que logran el confinamiento o localizacién de
las moléculas de enzima en un espacio definido y limitado, de manera
gue las nuevas formas insolubles retengan su actividad catalitica y

permitan su reutilizacion (Cao et al; 2003; Arroyo, 1998).

Las estrategias de inmovilizacion pueden organizarse en dos grupos:
retencion fisica de las moléculas en un espacio limitado e
insolubilizacion por union quimica de las moléculas entre si 0 a una
estructura solida. Dentro de este dltimo grupo, las enzimas pueden ser
inmovilizadas al enlazarse mediante interacciones hidrofébicas o
electrostaticas con una determinada superficie. Es decir, este tipo de
inmovilizacién requiere de un soporte (masa no catalitica) sobre el cual
estd ligada la masa funcional de la enzima, de manera que las
caracteristicas fisicas y quimicas de tal superficie pueden modificar

considerablemente las propiedades de la enzima (Cao et al; 2003).
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En el caso en que la insolubilizacion ocurre en ausencia de soportes, no
se requiere de una masa inactiva o transportadora, de forma tal que la
insolubilizacion puede darse por la formacion de enlaces covalentes, en
los que participa la enzima y un agente bifuncional que permita el
entrecruzamiento intermolecular (Amotz, 1987; Arroyo, M; 1998).

La técnica de entrecruzamiento de proteinas, por reaccion del
glutaraldehido como agente bifuncional con los residuos amino
reactivos en la superficie de la enzima, fue inicialmente desarrollada en
los afios 1960s. Sin embargo, esta metodologia de produccion de
enzimas entrecruzadas (CLE) presentd varios inconvenientes, tales
como baja retencion de la actividad, baja estabilidad mecanica y
grandes dificultades en el manejo de la mezcla gelatinosa (CLEs)
(Shoevaart et al; 2004; Lopez-Serrano et al; 2002).

Para resolver estas dificultades se desarrollé el entrecruzamiento de
enzimas cristalizadas (CLEC), que constituyo la primera aplicacion para
estudios por difraccion de Rayos X. Posteriormente, se comercializaron
las enzimas cristalizadas y entrecruzadas para ser usadas como
biocatalizadores industriales. Sin embargo, una desventaja de los
CLECs es la necesidad de cristalizar las enzimas, lo que representa un
trabajo bastante laborioso y requiere de una alta pureza de la proteina
(Cao et I; 2001; Shoevaart et al; 2004).

No obstante, se han alcanzado resultados comparables a los obtenidos
con CLECs por precipitacion de la enzima y el posterior
entrecruzamiento de los resultantes agregados fisicos, tal como se
describe en la figura 10. Esto conllevd a una nueva forma de
inmovilizacién de enzimas, denominada entrecruzamiento de enzimas
agregadas (CLEA).
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Enzima soluble Enzima precipitada

Figura 10. Método de entrecruzamiento de agregados enzimaticos

En los CLEAs, la agregacion o precipitacion es inducida por adicién de
sales, solventes organicos, polimeros no idnicos o acidos. Debido a que
el agente agregante puede alterar la conformacion de la enzima tras la
precipitacion, las propiedades de la enzima agregada pueden verse
muy influenciadas por la naturaleza propia del agente precipitante, cuya
adecuada seleccion permitira la alta retencion de la actividad catalitica.
Los agregados fisicos, son estructuras supramoleculares unidas por
enlaces no covalentes y pueden re-disolverse cuando es eliminada la
causa de agregacion, por lo que no pueden utilizarse en solucion
acuosa, de manera que se hace necesario el paso de entrecruzamiento
(Sheldon, 2007).

Los agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS) son una excelente
herramienta en la preparacion de nuevos biocatalizadores. Los CLEAs
son estables en un amplio rango de temperatura y pH, son tolerantes a
las condiciones del medio y facilmente reutilizables. En este contexto,
una amplia gama de investigaciones han estado direccionadas en el
mejoramiento de la actividad y estabilidad de los agregados enzimaticos

entrecruzados:

En el 2006 Shah y colaboradores usaron albumina de suero bovino

(BSA) como proteina alimentadora, con el objetivo de obtener una alta
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actividad cuando la concentracion de enzima es muy baja o cuando la
actividad enzimatica es vulnerable a la concentracion del agente

entrecruzante.

En el 2002, Lépez Serrano y colaboradores prepararon agregados
enzimaticos entrecruzados de diferentes lipasas microbianas
disponibles comercialmente en presencia de surfactantes. La activacion
de las lipasas por la presencia de aditivos como los surfactantes (SDS-
Tritdn), es generalmente atribuida a la conformacion activa que adopta
la lipasa bajo estas condiciones. De esta manera, la enzima seria
precipitada en su conformacion activa y posteriormente entrecruzada.
Bajo estas condiciones los autores prepararon CLEAs de las lipasas de
Thermomyces lanuginosus y Rhizomucor miehei en presencia de SDS,
los cuales fueron 2 y 3 veces mas activos que sus enzimas nativas,

respectivamente.

El mismo efecto fue observado por Pritesh y colaboradores, quienes en
el 2009 prepararon agregados enzimaticos entrecruzados de
Thermomyces lanuginosus en presencia de aditivos como el SDS. Esta
preparacion de TLL fue utilizada en la hidrélisis del aceite de oliva. El
CLEA fue estable por 10 ciclos en la reaccion de hidrdlisis, reteniendo

mas del 90% de su actividad.

Por otra parte, se ha desarrollado la combinacion de la tecnologia de
formacion de CLEAs con otros métodos de inmovilizacion: En el 2010,
Wang y colaboradores prepararon agregados enzimaticos
entrecruzados de papaina sobre los poros de silica gel disponible
comercialmente (GMS) y previamente modificada con grupos amino
como se muestra en la figura 11. En este caso se observo que los

CLEAs de papaina alojados sobre los poros de la silica gel fueron mas
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estables térmicamente que los agregados enzimaticos entrecruzados

preparados de manera convencional.

NHy NH; NH NH, NH,
S —

Paso1.
Adsorcion
O ( ’< Enzima libre
O Enzima agregada CLEAs
O O O o s Y Paso3. \
Paso 2. Precipitacion Entrecruzamiento
O O N >
NHy NH, NH; NH NH; NHy NH; NHy NH, NH, NH, NH, NH, NH, NH,
- — - — - —

Figura 11. Sintesis de agregados enzimaticos entrecruzados sobre los

poros de silica gel modificada. Figura tomada de Wang et al; 2010.

Se han empleado otras herramientas en la sintesis de agregados
enzimaticos entrecruzados con propiedades mejoradas: en el 2011,
Wang y colaboradores utilizaron la estrategia de precipitacion asistida
con azucares con el fin de reducir las pérdidas de actividad causadas
durante la precipitacion de las enzimas. El agente precipitante
usualmente induce la desnaturalizacion de la enzima al causar rupturas
en su estructura o la adopcion de otras conformaciones, lo que conlleva
a la pérdida de actividad de la enzima y la consecuente baja actividad
del CLEA resultante.

La adicion de azucares permite conservar la capa acuosa de la
superficie de la proteina, protegiendo la estructura terciaria de la misma.

En este estudio se observd que al preparar CLEAs de Penicilina G
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acilasa (PGA) por precipitacion asistida con 20% de azucar (glucosa,
sucrosa y trehalosa), la actividad de la enzima agregada era
incrementada entre el 10% y 40% en comparacion a la formacion de
CLEAs de manera convencional, es decir, libre de azucares.

En este sentido, las propiedades finales del los agregados enziméticos
entrecruzados estan directamente relacionadas con las condiciones de
precipitacion 'y entrecruzamiento, junto con la consecuente

conformacién que la enzima adopta durante el proceso.

Por otra parte, la formacion de los CLEAs, y en particular, el paso de
entrecruzamiento con un agente bifuncional como el glutaraldehido,
puede verse limitado o favorecido por el numero de residuos lisinicos

presentes en la superficie de la proteina.

En el 2006, Wilson y colaboradores, al preparar CLEAs de Alcaligenes
sp (QL) y Candida antarctica B (CAL-B), observaron que al ser
incubados en solucion buffer los CLEAs liberaban enzima al
sobrenadante, lo cual indicaba un entrecruzamiento poco efectivo. Para
resolver este problema, los autores utilizaron agentes co-precipitantes
(polietilenimina) con gran contenido de grupos amino que facilitarian
finalmente el proceso de entrecruzamiento. En este ultimo caso, se
observdo que al incubar los nuevos CLEAs en buffer y aun en
condiciones dréasticas, en presencia de SDS, no hubo liberacion de
enzima al sobrenadante, indicando un adecuado alcance en el proceso

de entrecruzamiento.

De acuerdo con lo anterior, la modificacion quimica por reacciones de
aminacion, la cual provee a la enzima de nuevos grupos amino,

permitira un entrecruzamiento efectivo entre la proteina modificada y el
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agente entrecruzante, dando lugar a la formacion de nuevos

biocatalizadores o CLEAs.

En este sentido, el uso de las diferentes estrategias de insolubilizacion y
modificacién quimica, lo que busca es mejorar las propiedades de las
lipasas que seran finalmente utilizadas a nivel industrial (Cao et al,
2003; Kim et al; 2006).

1.3 uso DE LAS LIPASAS MICROBIANAS COMO
BIOCATALIZADORES

La diversidad natural que presentan las enzimas y las mudltiples
estrategias empleadas para la mejora de sus propiedades, han
permitido el acceso a una amplia gama de biocatalizadores con

propiedades de amplio uso a nivel industrial (Rozell, 1999).

En el 2007 Cabrera y colaboradores hicieron uso de las propiedades de
selectividad de la lipasa de Thermomyces lanuginosus, con el fin de
hidrolizar de manera selectiva el dietilfenil malonato. La hidrolisis
completa de éste sustrato da lugar a un producto no quiral, mientras
gue el intermediario de ésta reaccion es un compuesto quiral, segun se

muestra en la figura 12.

COOR, COCH COORy
COOR; —_— COOR; o COOH
Sustrato no quiral Intermediario quiral
Ry Rz = Me

Figura 12. Hidrdlisis enzimética selectiva de diésteres dicarboxilicos

fenilmalénico
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Para esta reaccion, TLL inmovilizada en soportes de octil agarosa e
inmovilizada en soportes activados con Bromo ciandégeno (BrCN)
resulté ser altamente selectiva en la hidrélisis de un solo grupo del
sustrato diéster, en preferencia al monoéster, dando lugar a la
formacion del compuesto quiral. De esta manera, las diferentes
preparaciones de TLL en octil agarosa y en soportes activados con
bromocian6geno demostraron ser selectivas a la hora de hidrolizar el

diéster con la consecuente generacion de un producto quiral.

Gracias a sus propiedades de actividad, selectividad vy
enantioselectividad, las lipasas encuentran prometedoras aplicaciones
en muchos campos: formulaciones de detergentes, sintesis de
biosurfactantes, en la industria oleoquimica, lactea y agroquimica, en la
fabricacion de papel y en la transformacion de farmacos (Sharma et al;
2001)

1.3.1 Resolucidn cinética catalizada por lipasas

La resolucion cinética de compuestos racémicos es probablemente
la biotransformacion por excelencia de las lipasas en procesos de
sintesis organica de compuestos con especial interés en la industria
farmacéutica. Los compuestos enantioméricamente puros se han
convertido en uno de los focos principales de atencidn en sintesis
organica. Esto puede ser atribuido al incremento en la demanda de
compuestos con éstas caracteristicas en quimica fina (Pamies y
Backall, 2004).

La resolucion cinética se basa en la diferente velocidad de reaccion de
cada uno de los enantiomeros de una mezcla racémica con un agente
quiral (biocatalizador). En el caso ideal, la diferencia de velocidad de

reaccion es tan elevada que uno de los enantibmeros reacciona muy
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rapidamente para dar el producto correspondiente, mientras que el otro
enantiomero no reacciona y puede ser recuperado al final de la
reaccion. El rendimiento maximo que se puede obtener en una

resolucion cinética es del 50 % (Matute; 2006).

La reaccion de resolucion cinética catalizada por lipasas para un
sistema reversible se puede representar como se muestra en la figura
13. En el estado inicial de la reacciébn la enzima reacciona
preferiblemente sobre el enantiomero A (reactante mas rapido) y lo
transforma en su respectivo producto P, mientras la concentracion
del enantibmero 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 esta razon, el tiempo Optimo para terminar la resolucion
es cuando se haya alcanzado el equilibrio del reactante rapido (Chen et
al; 1987).
ANl p
k2
B_ka_‘o
. )

Figura 13. Resolucion cinética catalizada por lipasas para un sistema

reversible. La resolucién ocurre cuando k; es diferente de ks, tal que

entre mayor sea la diferencia una, mayor resolucién es obtenida.

La resolucion de racematos a través de la resolucion cinética catalizada
por lipasas es uno de los métodos mas usados para el acceso a los
compuestos enantioméricamente puros. De todos los métodos
utilizados en la resolucion cinética, la esterificacion catalizada por

lipasas en solvente organico es uno de los mas empleados. Asi, en

49



Modulacion de las propiedades biocataliticas de lipasas microbianas mediante la sintesis de agregados
enzimaticos entrecruzados (CLEAs)

presencia de un donador acilo adecuado, un disolvente apropiado, con
la actividad acuosa adecuada y en la temperatura Optima, un
enantiomero de la mezcla racémica se transforma totalmente de
manera selectiva al correspondiente éster dejando el segundo
enantiomero sin reaccionar y también en su forma pura (Ghanem et al;
2004).

A la hora de utilizar las lipasas en medios organicos como
biocatalizadores en reacciones de esterificacion o transestericacion, es
posible que surjan algunos inconvenientes, tales como la disminucién
de la actividad enzimatica generada por el microambiente que rodea la
enzima y las dificultades asociadas con la reversibilidad en las

reacciones de esterificacion y transesterificacion (Reetz; 2002).

En este sentido, el contenido de agua en el medio de reaccion puede
alterar la actividad y estabilidad de la enzima en el medio y el equilibrio
de la reaccion (Wehtje et al; 1997). De la misma manera, la utilizacion
de un adecuado acil-donor es crucial en las reacciones de esterificacion
o transesterificacion catalizadas por lipasas. El agente acilante mas
apropiado para cada proceso depende del sustrato a esterificar.
Por ejemplo, para la resolucién de alcoholes, los agentes acilantes mas
utilizados son ésteres metilicos, anhidridos y especialmente ésteres
vinilicos (Gotor-ferndndez et al; 2006). Sin embargo, el acetato de
vinilo es el agente acilante mas adecuado para esterificaciones y
transesterificaciones de alcoholes secundarios por favorecer la

irreversibilidad de las reacciones (Reetz, 2002).

1.3.2 Enantioselectividad de las lipasas
Puesto que las lipasas poseen la propiedad de discriminar entre dos

enantiomeros de una mezcla racémica, la efectividad de los
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biocatalizadores lipasicos en la resolucibn enantioselectiva de
compuestos quirales es medida a través de dos pardmetros: el exceso
enantiomérico (ee) y la relacion enantiomérica (E). La pureza Optica o
enantiomérica de un compuesto puede ser expresada en términos de

su exceso enantiomerico (ee) definido como:

%eeR:R x100 ; R>S
S+R

Ecuacion (1)

Donde R es la concentracion del (R)-enantiomero y S es la
concentracion del (S)-enantiomero. De tal forma, que para un
compuesto racémico el valor de ee es cero, y para un compuesto
enantioméricamente puro el valor de ee es 1 (0 100%). La
enantioselectividad es generalmente medida o expresada a través de la
relacion o razén enantiomérica (E). Este parametro cinético depende
del catalizador, ademas de ser sensible a cambios en el medio (pH,
temperatura, etc.). La razon enatiomérica (E) se puede definir como la
relacion entre las constantes especificas de velocidad para los dos

enantibmeros:

E — k — (kcat/KM )R

o1
k3 (kcat/KM )S Ecuacidn (2)

Donde R es el enantibmero reactante mas rapido, ke €S la constante
de velocidad de la reaccion y Ky es la constante de Michaelis-Menten.
Sih y col, (1987) desarrollaron esta ecuacién en términos de exceso

enantiomérico del producto (eep), el enantidmero remanente (ees) y la
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conversion (c). Para una reaccién enzimatica reversible, el valor de E

puede ser expresado por la siguiente ecuacion:

CLnfi-@+K)cl+ee, )] Lnfl—(1+K)c+ee, d—c))]

Lnt-@+K)c(t-ee, )| Lnl-(@+K)c—ee,{L—c})]

Ecuacion (3)

Donde K es la constante de equilibrio. K es una funcion termodinamica
gue es independiente de las propiedades de la enzima. Como funcién
de estado, K solo depende del estado inicial y final mas no de la
trayectoria de reaccion. Sih y col (1987), determinaron que la pureza
Optica de los compuestos (producto y sustrato remanente) varia de
manera inversa con la constante de equilibrio ain para sistemas con
alta enantioselectividad (E > 1000). Cuando la reaccion es irreversible o
la reaccion reversa es insignificante (K = 0), la ecuacién 3 puede ser

reducida a:

- Lnfi-cli+ee,)| Ln1-c)i—ee,)]

~Lnjt-cli-ee, )| LnlL-c)i+ee,)]  coyacion @)

Donde c esta expresada por la siguiente ecuacion:

Ecuacion (5)

Para calcular el valor de E, es posible medir dos de las tres variables:

ees, eep Y €. Una reaccion no selectiva tiene un valor de E de 1,
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mientras un valor de E por encima de 20 es el minimo para una

resolucién plausible.

1.3.3 Resolucion cinética de R/S- Propanolol, catalizada por lipasas
En la industria farmacéutica la resolucion cinética es de especial interés
debido a que muchos de los productos farmacéuticos se comercializan
en mezclas racémicas y pueden causar efectos secundarios o toxicos,
ya que pueden inhibir la accién biolégica del enantiomero adecuado
(Barbosa et al; 2010).

Un importante grupo de farmacos quirales son los aminoalcoholes. Este
conjunto de compuestos organicos han sido usados como agentes
bloqueadores beta-adrenérgicos, los cuales juegan un papel importante
en el tratamiento de diversas enfermedades. Por ejemplo, el propanolol
(1-isopropilamino-3-(1-naftoxi)-2-propanol), que se muestra en la figura
14, es un conocido amino-alcohol usado para el tratamiento de
desordenes  hipertensivos y cardiovasculares, encontrandose
comercialmente disponible como una mezcla racémica (Barbosa et
al; 2010).

No obstante, la administracion en su forma racémica ha causado
efectos secundarios tales como broncoconstriccion en pacientes
asmaticos y diabetes en pacientes hipertensos (Goodman y Gillman,
1985; Avila et al; 2005). Estos efectos se atribuyen al enantiomero R del
propanolol (Eber et al; 1990). En la mezcla racémica R/S- propanolol,
cada isémero presenta un efecto farmacoldgico distinto; por ejemplo, el
isbmero (S)-propranolol es 98 veces mas potente como antiarritmico y
antihipertensivo que el (R)-propranolol. Por esta razon, es que la
resolucién cinética de compuestos empleados como farmacos es una

de las areas cientificas con mayor desarrollo actualmente.
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0/\( NHCH(CH3)

O

{(R/S) Propanolol

Figura 14. Estructura del R/S-propanolol, molécula antagonista de los

receptores [-adrenérgicos

1.5 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE DISTINTAS LIPASAS

En esta investigacion se emplearon dos diferentes lipasas obtenidas de
diferentes fuentes microbianas (hongos y levaduras), las cuales se
encuentran disponibles comercialmente y algunas con caracteristicas

conocidas a nivel bioquimico-estructural.

Lipasa de Candida antarctica B (Cal-B)

La lipasa de Candida antarctica B es una de las isoenzimas expresadas
por la levadura de Candida antarctica. Cal-B tiene un peso molecular en
torno a 32 KDa y un punto isoeléctrico (pl) de 6. Es una proteina
altamente robusta que se desactiva entre 50 y 60°C. Cal-B presenta
especificidad en las posiciones 1 y 3 respecto a los triglicéridos y es

muy activa sobre un rango muy amplio de ésteres no naturales.

Cal-B es considerada una especie intermedia de esterasa y lipasa
tipica, ya que no muestra un efecto pronunciado de activacion
interfacial. Por lo anterior, es posible que Cal-B no posea region de
tapadera que regule el acceso al centro activo, sino que su estructura

es como si estuviese siempre en conformacion abierta, con una entrada
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bastante restringida al centro activo constituido por los residuos
aminoacidicos de Ser 105, Asp 187, His 224 (Pérez y Moreno, 2006).

Lipasa de Thermomyces lanuginosus (TLL)

TLL es secretada por el hongo filamentoso y termofilico de
Thermomyces lanuginosus. TLL es un polipéptido de una sola cadena
con un peso molecular de 30 KDa, es estable en un rango de pH de 4 a
11, y muestra su actividad maxima a 60°C. Sin embargo, es inactivada
tras ser calentada 80°C por 20 minutos (Pérez y Moreno, 2006).

El centro activo de TLL comprende el residuo de Ser 146, His 258 y Asp
201 de la cadena aminoacidica. Este se encuentra enterrado bajo un
tramo corto de hélice que actia como tapadera. Se ha resuelto tanto su
forma cerrada como abierta, mostrando claramente el movimiento de la

tapadera para exponer el centro activo a potenciales sustratos.

Respecto a la hidrolisis de triglicéridos la lipasa de Thermomyces
lanuginosus no presenta especificidad de posicion. La principal
aplicacion de TLL es como aditivo en detergentes con el fin de facilitar
la disolucion de las grasas. Su uso en sintesis organica se ha ido
ampliando cada vez mas entre los diferentes biocatalizadores

disponibles (Pérez y Moreno, 2006).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

Las lipasas de Candida antarctica B (Cal-B) y Thermomyces
lanuginosus (TLL) fueron obtenidas de Novozymes. (R/S)-Propanolol-
HCI y cada uno de los isémeros fueron adquiridos de Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA). Todos los reactivos para las modificaciones quimicas
(Etilendiamina (EDA), Carbodiimida (DEC), Anhidrido succinico),
soportes de Octil-Agarosa y solventes fueron de grado analitico y
suministrados por las casas cientificas de Sigma-Aldrich y Merck.

2.2 METODOS EXPERIMENTALES

2.2.1 Purificacion del extracto crudo de las lipasas de Candida
Antarctica B (Cal-B) y Thermomyces Lanuginosus (TLL)

Las lipasas de Candida antarctica B (Cal-B) y Thermomyces
lanuginosus (TLL) fueron purificadas por cromatografia de adsorcion
interfacial de acuerdo con la metodologia propuesta por Sabuquillo y
colaboradores (Sabuquillo et al; 1998), utilizando soportes hidrofébicos

de octil agarosa.

Adsorcion interfacial de las enzimas (Cal-B y TLL) en soportes de
octil agarosa

La purificacion de Cal-B y TLL se realizé a baja fuerza idnica mediante
el uso de buffer fosfato 5mM a pH 7. La inmovilizacion en soportes
hidrofébicos de octilagarosa se realizO manteniendo una relacién 1:10
(viv) de soporte y solucibn enzimatica, respectivamente.
Periédicamente, se obtuvieron muestras del sobrenadante y suspension
para ser analizadas por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-

PAGE), de acuerdo con Laemmli (1970) vy para determinar su
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actividad tal como se describe en la seccion 2.3.1 Al finalizar el
proceso de inmovilizacion, la suspension fue filtrada para recuperar la
enzima que se encontraba en fase solida es decir, adsorbida sobre el
soporte de octil agarosa. El biocatalizador obtenido fue lavado con
abundante agua destilada.

Desorcion de las enzimas (Cal-B y TLL) del soporte octil agarosa

La Cal-B adsorbida sobre el soporte de octil-agarosa fue incubada en
una solucién buffer fosfato a pH 7 que contenia el surfactante no iénico
triton X-100 al 1% (v/v). La TLL adsorbida en octil agarosa fue incubada
en una solucion de buffer fosfato pH 7, que contenia el detergente
cationico CTAB al 0.6% (v/v). La desorcion de las enzimas se realizo
manteniendo una relacion 1/10 (v/v) de derivado enzimatico y
detergente, respectivamente. Periodicamente, se obtuvieron muestras
del sobrenadante y suspension determinando la actividad como se

describe en la seccion 2.3.1.

2.2.2 Estudio del efecto de la modificacion quimica sobre las
propiedades de las lipasas de Candida Antarctica B (Cal-B) y
Thermomyces lanuginosus (TLL) inmovilizadas en soportes de
octil agarosa

Una vez en fase solida, es decir adsorbidas en soportes de octil
agarosa, las lipasas de Cal-B y TLL fueron modificadas mediante
reacciones de Aminacion y Succinilacidbn quimica. La modificacion
guimica por reacciones de aminacion de la lipasa de Candida antarctica
B fue realizada en conjunto con la profesional en Quimica Monica Irene

Ruiz.
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Aminacion de lipasas inmovilizadas en soportes de octil agarosa
Un gramo de la lipasa inmovilizada en soportes de octil agarosa fue
incubado en una solucion de Etilendiamina (EDA) 1M a pH 4.75 bajo
agitacion suave. A ésta suspension, se adicioné carbodiimida (DEC)
solida hasta una concentracion final de 0.2mM, 1mM y 10mM, con el fin
de alcanzar diferentes grados de modificacion. Tras 90 minutos de
reaccion, la suspension fue filtrada y lavada con abundante agua y
buffer fosfato 25mM. Las preparaciones aminadas de Cal-B y TLL
(CalB-A-10%, CalB-A-50%, CalB-A-100%, TLL-A-10%, TLL-A-50%,
TLL-A-100%) fueron conservadas a 4°C.

e Recuperacion de los residuos de tirosina

La enzima modificada por aminacion fue incubada en una solucion de
hidroxilamina 1M pH 8, para la recuperacion de los residuos de tirosina.
Después de 60 min de reaccion, la suspension que contenia el derivado
enzimatico fue filtrada y lavada con agua y solucién buffer fosfato
25mM. Las preparaciones aminadas de Cal-B y TLL cuyos residuos de
tirosina habian sido recuperados (CalB-H-10%, CalB-H-50%, CalB-H-
100%, TLL-H-10%, TLL-H-50%, TLL-H-100%) fueron conservadas a
4°C.

Succinilacion de lipasas inmovilizadas en soportes de octil
agarosa

Un gramo de lipasa inmovilizada en soportes de octil agarosa fue
incubado en buffer fosfato 50mM, pH 8 en una relacion 1:10. Bajo
agitacion rapida, se adiciond a la suspension pequefas porciones de
anhidrido succinico hasta una concentracién final de 0,1mM, 20mM y
100mM, el pH de la suspension se mantuvo en 8 mediante la adicion de

NaOH 0,1M. Una vez completada la adicion del anhidrido succinico la
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mezcla se dejé reaccionar por 2 horas. Finalmente, la suspension fue
filtrada y lavada con abundante agua. Los derivados succinilados de
Cal-B y TLL (CalB-S-10%, CalB-S-50%, CalB-S-100%, TLL-S-10%,
TLL-S-50%, TLL-S-100%) fueron conservados a 4°C.

2.2.2.1 Evaluacién de la estabilidad de las lipasas inmovilizadas en
octil agarosa sin modificar y modificadas por aminacion y

succinilaciéon quimica

Evaluacion de la estabilidad térmica

Los diferentes derivados de Cal-B y TLL modificados y sin modificar por
reacciones de aminacion y succinilacion quimica, fueron incubados en
buffer fosfato 25mM, pH 7 a 70°C. Periddicamente, se obtuvieron
muestras de la suspension y se determind su actividad como se

describe en la seccion 2.3.1.

Evaluacion de la estabilidad frente a solventes organicos

Las diferentes derivados de Cal-B y TLL modificados y sin modificar por
reacciones de aminacion y succinilaciéon quimica, fueron incubados a
temperatura ambiente (25°C) en una mezcla de solvente organico
Tetrahidrofurano (THF)/buffer Tris-HCI 50mM pH 7, en una relacién 1/1
(v/v). Periddicamente se obtuvieron muestras de la suspension y se

determin6 su actividad como se describe en la seccién 2.3.1.

2.2.3 Sintesis de agregados enziméaticos entrecruzados (CLEAS) de
Cal-By TLL

La preparacion de los agregados enzimaticos entrecruzados de Cal-B y
TLL se realiz6 siguiendo el procedimiento relacionado a continuacion en

la figura 15:
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500 pL 3mL
{ Actividad
CLEA
—_—— Eaa————

4°C 4°C Contenido de
‘ . ! sobrenadante CLEA + CLEA

Alicuota Precipitacién Entrecruzamiento enzima libre )
de enzima J \

4°Cc Centrifugacion
Paso1 Paso2 Paso3 Paso4 Paso5

Figura 15. Procedimiento para la sintesis de agregados enzimaticos
entrecruzados CLEAs

A un volumen de 0.5 ml de la enzima se adicion6 3.0 ml del agente
precipitante, el cual se dej0 reaccionar por 1 hora a 4°C.
Posteriormente, se adicion0 glutaraldehido al agregado precipitado de
la lipasa inmediatamente formado. De la suspension que contenia
agregados entrecruzados de la lipasa y enzima libre que no reacciono
con el glutaraldehido, se extrajo una alicuota determinando su actividad

catalitica tal como se describe en la seccion 2.3.1.

La suspension que contenia los agregados entrecruzados insolubles y
la enzima libre fue centrifugada a 7000 rpm por 10 min. Del
sobrenadante se extrajo una alicuota y se determind la actividad
catalitica como se describe en la seccion 2.3.1. Finalmente, la actividad
catalitica de los agregados enzimaticos entrecruzados de Cal-B y TLL
se determind como la diferencia entre la actividad catalitica de la
suspension (Paso 4) y la actividad del sobrenadante (paso 5) en U/g-

CLEA-
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Seleccion de las mejores condiciones de precipitacion

Con el propésito de hallar el mejor agente precipitante en la preparacion
de CLEAs, se seleccionaron como posibles agentes precipitantes para
la lipasa de Candida antarctica B (Cal-B), el alcohol terc-butilico, sulfato
de amonio y 1-Propanol; y etanol, sulfato de amonio y, 2-propanol para
la lipasa de Thermomyces lanuginosus (TLL)

Para la seleccion del mejor agente precipitante, se utiliz6 un extracto
soluble de proteina de igual concentracion en cada uno de los ensayos
(Img/ml). La reaccion se mantuvo a pH 7 y 4°C. El tiempo de
precipitacion fue de 1 hora. Por cada agente precipitante se realizaron
tres ejecuciones, en las que se vario la concentracion del agente

precipitante 50%, 70% y 90% (v/v), segun se describe en latablaly 2.

Tabla 1. Seleccion del mejor agente precipitante para la lipasa de
Candida antarctica B (Cal-B)

CONDICIONES DE PRECIPITACION PARA LA CAL-B

1-
Agente Precipitante [A.P] t-Butanol  (NH4).SO, Propanol
Concentracion A.P [%v/V] 90 70 50

Tabla 2. Seleccion del mejor agente precipitante para la lipasa de

Thermomyces lanuginosus (TLL)

CONDICIONES DE PRECIPITACION PARA LA TLL

Agente Precipitante [A.P] (NH4)2SO,4 2-Propanol Etanol
Concentracion A.P [%v/V] 90 70 50

61



Modulacion de las propiedades biocataliticas de lipasas microbianas mediante la sintesis de agregados
enzimaticos entrecruzados (CLEAs)

Sintesis de agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS) a partir
de lipasas modificadas mediante reacciones de aminacion

Bajo las mejores condiciones encontradas para la precipitacién de Cal-
B y TLL, se prepararon CLEAs a partir de lipasas previamente
modificadas al 100% por reacciones de aminacion quimica (Cal-B-A-
100%, TLL-A-100%), usando una concentracion de glutaraldehido al
1%(v/v). El tiempo de precipitacion y entrecruzamiento fue de 1 hora en
ambos casos, y la reaccion se mantuvo a pH 7 y 4°C. Los nuevos
derivados enziméticos CLEA-CalB y CLEA-TLL fueron conservadas a
4°C.

Evaluacion de la estabilidad térmica de los CLEAs de Cal-By TLL

Los agregados enziméaticos entrecruzados de Cal-B y TLL (CLEA-CalB,
CLEA-TLL), fueron incubados en buffer fosfato 25mM, pH 7 a 70°C.
Periddicamente se obtuvieron muestras de la suspension y se

determin6 su actividad como se describe en la seccion 2.3.1.

2.2.5 Evaluacion de la enantioselectividad de los agregados
enzimaticos entrecruzados de CAL-B y TLL en la resolucion
cinética del R/S-Propanolol

Una vez obtenidos los agregados enzimaticos entrecruzados de CAL-
B y TLL, se evalud la enantioselectividad expresada por estos
biocatalizadores en la resolucion cinética del sustrato quiral, (R/S)-
propanolol, el cual es un sustrato de interés farmacéutico como agente

beta-bloqueador del sistema nervioso central.

La resolucion cinética se llevd a cabo mediante una reaccion de
transesterificacion de la mezcla racémica del sustrato de interés
(R/S)-propanolol, utilizando acetato de vinilo como donor acilo y tolueno

como solvente organico. Como biocatalizador fueron utilizados los
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agregados enzimaticos entrecruzados de Cal-B y TLL, preparados
mediante el uso de enzimas previamente modificadas por reacciones de
aminacion: CLEA-CalB, CLEA-TLL.

La reaccion de transesterificacion se realiz6 bajo condiciones
previamente estandarizadas. El propanolol (0.1mmol) y el acetato de
vinilo (0.3 mmol) fueron disueltos en 4 ml de tolueno. La reaccion
descrita en la figura 16, fue iniciada con 5 mg del biocatalizador CLEA-
CalB y 10 mg CLEA-TLL, en cada caso. La mezcla de reaccion fue a
agitada a 200rpm y 25°C por 5 horas. Periddicamente, 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.

U,,\\?,,.ch-uz
|/\\\\T.~lm_\ OCOCH;
T, PP
o]
e Y Nt ] (R) Acetato de Propanolo!
l I + 77 e
N

. _NHCH
0~ - (CHgly

)
OH

(5) Propanolol

(R'S) Propanolol Acetato de vinilo

Figura 16. Resolucién cinética del R/S-propanolol catalizada por

agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS) de Cal-By TLL
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2.3 METODOS ANALITICOS

2.3.1 Determinacién de la actividad lipasica utilizando p-
nitrofenilbutirato (p-NPB)

La actividad catalitica de las lipasas se cuantific6 mediante el ensayo
colorimétrico a partir de la hidrdlisis del p-NPB como se muestra en la
figura 17. El ensayo se llevo a cabo midiendo el aumento en el valor de
absorbancia a 348 nm, producido por la formacion del producto, p-
nitrofenol (coeficiente de extincién molar= 3100 cm™ M™* a pH 7)
generado por la hidrdlisis de p-NPB 0.4 mM, disuelto en buffer fosfato
soédico 25 mM, pH 7 y a 25 °C. Para iniciar la reaccion, 20 pyL de
solucion lipasica o suspension se afiadieron a 2,5 mL del sustrato. Una
unidad internacional de actividad de p-NPB se defini6 como la cantidad
de lipasa que es necesaria para hidrolizar 1umol de p-NPB por

minuto (U) bajo las condiciones descritas anteriormente.

v}
O)L\/\CHg

0
0
Lipasa Z )}\/\
+ H0o — | + HO CHy
S
NH,

Figura 17. Reaccion de hidrdlisis del p-nitrofenilbutirato (p-NPB)

NH,

catalizada por lipasas microbianas

2.3.2 Determinacion de la concentracion de proteina por el método
de Bradford
La determinacion de la concentracion de proteinas se realizd6 mediante

el método colorimétrico de Bradford, con base en una curva patron
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utilizando seroalbumina bovina que relaciona la concentracion de
proteina con la absorbancia medida a 595 nm. La concentracion de
proteinas se expres6é en mg de proteina por ml de solucion (mg/ml)
(Bradford, 1976). La curva de calibracion se muestra en el anexo 1.

2.3.3 Determinacion de los grupos amino primarios libres en la
lipasa

La cantidad de residuos amino primarios presentes en la lipasa sin
modificar y modificada por reacciones de aminacién o succinilacioén, fue
determinada usando el acido 2,4,6—Trinitrobencensulfénico (TNBS), el
cual reacciona con los grupos amino primarios presentes en la
superficie de la enzima, bajo condiciones ligeramente alcalinas. 350 mg
de la enzima adsorbida en octil agarosa fueron adicionados a 3ml de
TNBS 0,1% (v/v), pH 8, la suspension fue incubada por 30 minutos a
temperatura ambiente. Una vez cumplido el tiempo de reaccion, la
enzima inmovilizada fue lavada con abundante agua destilada. 200 mg
del derivado fueron resuspendidos en 2.2 ml de borato de sodio 100mM
pH 9, y se determind la absorbancia a 430 mm (Snyder y Sobocinsky,
1975).

2.3.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las enzimas adsorbidas en el soporte de octil agarosa modificadas y
sin modificar por reacciones de aminacién y succinilacion, asi como los
agregados enzimaticos entrecruzados de Cal-B y TLL fueron
confirmados por electroforesis en condiciones desnaturalizantes y en

condiciones nativas.

Electroforesis SDS-PAGE (en condiciones desnaturalizantes)
Las electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE se realizaron

segun la metodologia propuesta por Laemmli (1970), usando geles de
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corrido al 12% en una zona de separacion de 9 cm x 6 cm. La
electroforesis se realiz6 a temperatura ambiente 25°C y 150 mV de
voltaje constante utilizando como electrolito Tris-HCl 25 mM-glicina
192 mM y SDS 1%(v/v), por 90 minutos. La enzima inmovilizada fue
resuspendida en buffer de ruptura (Tris-HClI 62,5 mM pH 6,8 — SDS
2%(v/v) -B-mercaptoetanol 5%(v/v) - glicerol 10% (v/v) y azul de
bromofenol al 0,005%(p/v)) y sometida a 100°C durante 5 minutos. Una
alicuota de 20 pL del sobrenadante fue utilizada para los experimentos.
El revelado de las proteinas se realizé mediante tinciébn con azul
brillante de Coomassie R-250 y fue usado un marcador de peso
molecular de fermentas (10-200 KDa). Los geles obtenidos fueron
posteriormente escaneados con un densitometro UMAX PowerLook

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

Electroforesis PAGE-Nativa

100 mg de la lipasa inmovilizada fue resuspendida en 1 ml de solucion
de Triton X-100 1%(v/v) en buffer fosfato 25mM pH 7 por 24 horas a
4°C. Una alicuota de 20 pL del sobrenadante fue mezclada en una
relacion 1/1 (v/v) con buffer de ruptura, siendo posteriormente analizada
en geles de poliacrilamida de acuerdo con la metodologia propuesta por
Laemmli (1970), usando geles de corrido al 12%, en una zona de
separacion de 9 cm x 6 cm. La electroforesis se realiz6 a temperatura
ambiente y 150 mV de voltaje constante por 90 min. El revelado de las
proteinas se realiz6 mediante tincibn con azul brillante de
Coomassie R-250. Los geles obtenidos fueron posteriormente
escaneados con un densittmetro UMAX PowerLook 2100XL vy

visualizados a través del software PDQuest (Biorad).
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2.3.5 Anélisis por HPLC

El curso de la reaccién de transesterificacion del (R/S)-propanolol, fue
monitoreado por HPLC (Agilent 1100) usando una columna C-18 en
fase reversa (Zorbax C-18, Agilent technologies). La fase mouvil
consistio de acetonitrilo-buffer fosfato pH 6 (70:30 v/v) y las muestras
fueron eluidas a un flujp de 1 ml/min. La identificacion se realizo

utilizando un detector UV a 289 nm.

Determinacion del exceso enantiomérico (ees y ee;) y la
enantioselectividad (E)

Se analizé el exceso enantiomérico (ees) del S-Propanolol y del éster
formado (eep) a través de HPLC quiral, para un grado de conversion
entre el 15-30% durante la reaccion enzimatica. Los valores de ees y
ee, fueron determinados usando una columna quiral (ES-OVM, Agilent
technologies, USA). Como fase movil se us6é una mezcla isocratica de
metanol/buffer fosfato pH 6 (30:70 v/v) a un flujo de 1 ml/min. La
relacion enantiomérica fue calculada usando la ecuacion reportada por
Chen et al; 1982.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Purificacion de lipasas microbianas de Candida antarctica B
(Cal-B) y Thermomyces lanuginosus (TLL) por cromatografia de
adsorcién interfacial

Cal-B y TLL fueron purificadas a partir de extractos crudos disponibles
en forma comercial. La gran afinidad que presentan las lipasas por las
interfases hidrofébicas, fue utilizada para la purificacién de la Cal-B y la
TLL mediante su adsorcion en soportes de octil agarosa a baja fuerza
i0nica, obteniéndose una inmovilizacion rapida como se ha descrito en
la literatura (Brady et al; 1988; Fernandez et al; 1998).

En la figura 18 se observa el perfil electroforético en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) del extracto crudo y de la Cal-B purificada
por cromatografia de adsorcion interfacial. En el carril 1 se encuentra el
marcador de peso molecular, en el carril 2 el extracto crudo de la Cal-B
presentando una banda a 32 KDa que corresponde al peso de la lipasa
de interés. Ademas, en el carril 2 es evidente la presencia de agregados
bimoleculares de la lipasa, con un peso molecular de aproximadamente
el doble de su valor y la presencia de impurezas o de lipasa hidrolizada.
A su vez se muestra el sobrenadante del proceso de inmovilizacion, que
indica que la mayoria de la lipasa ha sido adsorbida al soporte de octil
agarosa (ver Carril 3). Finalmente, en el carril 4 la enzima inmovilizada
en el soporte de octil agarosa, indicando que la Cal-B es adsorbida de

forma especifica sobre el soporte hidrofobico utilizado.
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Figura 18. Electroforesis SDS-PAGE del extracto crudo y purificado de
la Cal-B. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Extracto crudo
de Cal-B. Carril 3: Sobrenadante del curso de inmovilizacion. Carril 4:
Cal-B adsorbida en octil agarosa

En la figura 19 se observa el perfil electroforético en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) del extracto crudo y de la TLL purificada por
cromatografia de adsorcion interfacial. En ella se observa el extracto
crudo de la TLL con una banda caracteristica a 30 KDa, que
corresponde al peso de la TLL, ademas de una banda cerca de los 55
KDa, producto de una enzima contaminante presente en el extracto
enzimatico (ver Carril 2). En el carril 3, que corresponde al
sobrenadante del proceso de inmovilizacion, se observa nuevamente la
banda de 55 KDa, lo que indica que ésta proteina no se adsorbe al
soporte de octil agarosa. Finalmente, en el carril 4 la enzima adsorbida

en el soporte de octil agarosa.
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Figura 19. Electroforesis SDS-PAGE del extracto crudo y purificado de
TLL. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Extracto crudo de
TLL. Carril 3: Sobrenadante del curso de inmovilizacion. Carril 4: TLL
adsorbida en soportes de octil agarosa.

Por otra parte, las figuras 20 y 21 representan la cinética de
inmovilizacién sobre soportes de octil agarosa de las enzimas Cal-B y
TLL, respectivamente. Durante el curso de inmovilizacion, se observo
gue la Cal-B es hiperactivada en un factor de 1.5 veces en la medida
gue es adsorbida en el soporte hidrofébico. Por su parte, la TLL es

hiperactivada en un factor de aproximadamente 3 veces.

Con anterioridad, se ha reportado que la Cal-B, en contraste con
muchas otras lipasas, parece estar bastante rigida y muestra un leve
efecto de activacion interfacial, lo que la convierte en una especie
intermedia entre una esterasa y una lipasa tipica (Pérez y Moreno,
2006; Martinelle et al; 1995). Por lo tanto, es posible que Cal-B presente
una pequefia region de tapadera que regula y permite un mejor acceso
al centro activo, de ahi que la lipasa muestre una actividad similar en

presencia de la interfase hidrofébica como en solucion acuosa.

En este contexto, aunque todas las lipasas exhiben un grado

sorprendente de similitud estructural y funcional, pequefias variaciones
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en la estructura del centro activo y/o lid, pueden tener grandes efectos
en las propiedades de las mismas.
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Figura 20. Curso de inmovilizacion de la Cal-B 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.

300 »
250
200
150
100

Actividad residual (%)

50

0 40 80 120
Tiempo {min)
—— Suspension —a— Sobrenadante

Figura 21. Curso de inmovilizacion de la TLL 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, 25mM y
25°C.
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Una vez que la Cal-B y TLL se encontraban en fase solida, es decir
inmovilizadas en soportes hidrofébicos de octil agarosa, se procedio a

la modificacién quimica por reacciones de aminacion y succinilacion.

3.2. Estudio del efecto de la modificacién quimica en fase sélida
por reacciones de aminacién sobre las propiedades de la Cal-B y la
TLL inmovilizadas en octil agarosa

Cal-B y TLL presentan un gran namero de amino&cidos en su estructura
proteica que pueden ser facilmente modificados mediante reacciones
guimicas. La modificacion de los residuos aminoacidicos externos en la
superficie de la proteina (Lys, Asp y Glu) puede alterar en gran medida
las propiedades de la enzima (Davis, 2003; Carraway et al; 1972).

Los agentes modificantes utilizados para la modificacion quimica de
Cal-B y TLL inmovilizadas en soportes de octil agarosa fueron:
etilendiamina y anhidrido succinico. Estos permiten la modificacién de
los aminoacidos &acidos, tales como aspartico y glutamico, mediante
reacciones de aminacion y de aminoacidos basicos como la lisina por
reacciones de succinilacion (Davis, 2003; Palomo et al; 2007; Hoare y
Koshland, 1966).

Durante el desarrollo de esta investigacion se evalu6 el efecto de la
modificacion quimica por reacciones de aminacidén y succinilaciéon a
diferentes extensiones (10, 50 y 100%), sobre la movilidad
electroforética, la actividad enzimatica (usando como sustrato p-NPB) y

la estabilidad de las lipasas de Cal-By TLL.

La modificacion quimica total de los residuos acidos en la superficie de
las enzimas por reacciones de aminacién ha sido ampliamente
reportada (Carraway y Koshland, 1972, Rodrigues et al; 2009). Sin

embargo, para la modificacidbn parcial de los acidos aspartico y
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glutdmico aun no se encuentra una amplia gama de referencias. En
este sentido, fue inicialmente necesario encontrar la concentracion de
carbodiimida (DEC) adecuada para la activacion de los grupos
carboxilicos presentes en la superficie de la proteina que permitiera la
modificacidn parcial con etilendiamina de los residuos aminoacidicos de

acido aspartico y glutamico.

De acuerdo con lo anterior, y segun se reporta en la tabla 3, fueron
evaluadas diferentes concentraciones de carbodiimida (DEC), con las
gue se alcanzo los niveles de modificacion deseados (10, 50 y 100%).
La titulacion de los grupos amino libres con TNBS permitio determinar el
grado de modificacion de la Cal-B y la TLL (Snyder y Sobocinsky, 1975;
Carraway y Koshland, 1972).

Tabla 3. Efecto de la concentracion de carbodiimida sobre el grado de
modificacion de la Cal-B y TLL por reacciones de aminacion quimica.
Condiciones de modificacion: EDA 1M, pH 4.75.

Concentracion de DEC | Modificacion
(mM) (%)
10 >95
1 50
0.2 10

3.2.1. Efecto de la modificacidon quimica por reacciones aminacién
sobre las propiedades de la Cal-B inmovilizada en soportes de octil
agarosa

Teniendo en cuenta los grandes cambios conformacionales que sufren
las lipasas y el gran numero de fuerzas que implican el mantenimiento
de las diferentes conformaciones, el centro activo de la enzima puede
ser facilmente alterable, con lo que se podria conseguir modular las

propiedades de la lipasa con relativa facilidad (Bastida et al; 1998). En
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este contexto, para llevar a cabo cualquier tipo de modificacion quimica,
es importante conocer las zonas de la superficie de la enzima
posiblemente implicadas en la modificacion y su relacion con el centro
activo y la tapadera o lid el cual es un segmento caracteristico en las
lipasas, cuyos movimientos daran lugar a una u otra conformacion en la

enzima.

El centro activo de la Cal-B esta constituido por los residuos de ser-105
(azul), his-224 y asp-187 (Uppengberg et al; 1994; Perez y moreno,
2006). Cal-B presenta en su estructura primaria, 14 residuos de &cido
aspartico (verde) y 4 residuos de acido glutamico (violeta), los cuales
son aminoacidos blanco en las reacciones de modificacion quimica con
etilendiamina (Davis, 2003). De acuerdo con la figura 22 algunos de
estos residuos se encuentran ubicados en la proximidad del lid. Cal-B
presenta ademas, 9 residuos de tirosina (haranja) que resultarian
afectados en este tipo de modificacion (Gilles et al; 1990; Alcalde,
1999). Sin embargo, la mayoria de estos residuos estan ubicados en la

cara posterior al centro activo y al lid.

La distribucion de los residuos aminoacidicos y su cercania con el
centro activo y el lid (amarillo) o tapadera se muestra en la figura 22. El
conocimiento de la distribucion de los residuos aminoacidicos en la
superficie de la enzima permitié dar una explicacién aproximada de los

efectos de la modificacién quimica que se describen a continuacion.
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Carafrente al lid (amarillo) Caraopuesta al lid (amarillo)
Asp (verde) y Glu (Violeta)

Figura 22. Estructura tridimensional de la lipasa de Candida antarctica
B (Estructura 3D obtenida de la base de datos PDB. Software
visualizador utilizado PYMOL viewer versién 0.99. El cédigo de PDB
1TCA.Codigo de colores: centro activo (azul), lid o tapadera (amarillo),

acido aspartico (verde), acido glutdmico (violeta), tirosina (naranja).

o Caracterizacion electroforética de los derivados de Cal-B
aminados inmovilizados en octil agarosa

Los derivados de Cal-B inmovilizados en soportes de octil agarosa sin
modificar, modificados por reacciones de aminacion y los derivados
aminados cuyos residuos de tirosina fueron recuperados mediante la
incubacion en hidroxilamina, fueron caracterizados por electroforesis en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y bajo condiciones nativas
(PAGE-Nativa). El analisis por técnicas electroforéticas fue posible

debido a que: la modificaciébn quimica por reacciones de aminacion
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genera un cambio en la carga neta de la proteina y por tanto una
alteracion en su punto isoeléctrico (pl). De esta manera, al aumentar el
grado de modificacion, la densidad de carga positiva sobre la superficie
de la proteina se hace mayor y el punto isoeléctrico aumenta
consecuentemente. Este efecto fue evidente en la electroforesis bajo
condiciones nativas donde las proteinas migran de acuerdo con su

carga y forma.

La figura 23(a) correspondiente a la electroforesis bajo condiciones
desnaturalizantes, demuestra que el grado de modificacidbn quimica no
ejerce un cambio significativo sobre el peso final de la proteina. Sin
embargo, bajo condiciones nativas, segun se muestra en la figura 23(b),
se observo un cambio significativo en la movilidad de las proteinas
modificadas, producto de la carga neta de la lipasa que hace que ésta
sea retenida en mayor proporcion, en la medida que su carga positiva

es incrementada por causa de la modificacion.
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Figura 23. (a) Electroforesis SDS-PAGE y PAGE-Nativa (b) de los
derivados modificados de Cal-B. Carril M: Marcador de peso molecular,
Carril 1: CalB-octil no modificada, Carril 2: CalB-A-10%, Carril 3: CalB-
A-50%, Carril 4. CalB-A-100%, Carril 5: CalB-H-10%, Carril 6: CalB-H-
50%, Carril 7: CalB-H-100%
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o Efecto de la modificacion quimica por reacciones de
aminacion, sobre la actividad hidrolitica frente al p-NPB de la
Cal-B inmovilizada en soportes de octil agarosa

La actividad hidrolitica frente al p-NPB de los diferentes derivados
enzimaticos de Cal-B inmovilizada sobre soportes de octil agarosa sin
modificar (Cal-B-Octil), de los derivados modificados por reacciones de
aminacion (Cal-B-A-10%, Cal-B-A-50%, Cal-B-A-100%) y de los
derivados aminados cuyos residuos de tirosina habian sido recuperados
(Cal-B-H-10%, Cal-B-H-50%, Cal-B-H-100%) se registra en la Tabla 4.
En el caso de los derivados modificados por aminacion se observa que
la modificacion parcial de Cal-B (10% y 50%) no ejerce un cambio
significativo en la actividad hidrolitica de la lipasa. Sin embargo, cuando
la enzima es modificada al 100% se logra aumentar la actividad de la
lipasa en un 13,5% en comparacion a la Cal-B inmovilizada en octil

agarosa sin modificar.

Aunque, los efectos de la modificacion quimica sobre las propiedades
de las enzimas pueden ser complejos de predecir y pueden estar
limitados por las condiciones experimentales (Khajeh et al, 2001,
Rodrigues et al; 2011). De acuerdo con la distribucién de los residuos
acidos (Asp y Glu) en la superficie de la Cal-B mostrados en la figura
22, es posible considerar que al modificar la lipasa de forma parcial
(10% y 50%) solo hayan sido alterados los residuos ubicados lejos de la
proximidad del centro activo y/o el lid. En consecuencia, es posible que
la actividad enzimatica de la lipasa no fuera alterada por efecto de la

modificacion quimica.

Por otra parte, al modificar de manera completa los residuos acidos de
la superficie de la Cal-B, es posible que hayan sido tocados los dos

residuos de acido glutamico préximos al lid, provocando cambio en el
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equilibrio conformacional de la lipasa que conllevd a una mayor
disponibilidad en el centro activo y por tanto un aumento en la actividad
enzimatica (Cabrera et al; 2009).

Tabla 4. Actividad enzimética de los derivados de Cal-B modificados
por reacciones de aminacion. Condiciones de ensayo: La actividad fue
determinada usando como sustrato p-NPB 0,4mM en buffer fosfato pH
7, 25mM a 25°C

CalB-A- CalB-A- CalB-A-
Derivados aminados | Cal-B-octil 10% 50% 100%
Actividad (U/g) 13.6 13.6 13.6 15.5
Derivados aminados
Tratados con CalB-H- CalB-H- CalB-H-
hidroxilamina 10% 50% 100%
Actividad (U/g) 12.7 13.9 15.1

Por otra parte, la recuperacion de los residuos de tirosina de los
derivados de Cal-B modificados por reacciones de aminacion, ejercio un
efecto poco significativo en la actividad enzimatica de las preparaciones
aminadas de Cal-B. De acuerdo con la figura 22, la mayoria de los
residuos de tirosina estan ubicados en la cara opuesta al lid y lejos de la
proximidad del centro activo, por lo que es posible considerar que su
alteracion no interfiera de manera significativa en la actividad de la

lipasa.
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o Estudio del efecto de la modificacion quimica por reacciones
de aminacion sobre la estabilidad térmica y frente a
solventes organicos de la Cal-B inmovilizada en soportes de
octil agarosa

e Efecto de la modificacion quimica sobre la estabilidad térmica
de los derivados modificados de Cal-B inmovilizados en
soportes de octil agarosa

El efecto de la modificacion quimica por aminacion sobre la estabilidad
térmica de la Cal-B inmovilizada en octil agarosa fue evaluado a 70°C y
pH 7. Inicialmente, la temperatura de ensayo (70°C) provoca la
desorganizacion de la envoltura acuosa de la proteina y la destruccion
de interacciones débiles que conllevan a la desnaturalizacion de la

estructura secundaria de la enzima (Arroyo, 1995).

En la figura 24 se muestra los resultados obtenidos durante el curso de
inactivacion térmica para la Cal-B inmovilizada en soportes de octil
agarosa sin modificar (Cal-B-Octil) y para la lipasa modificada de forma
parcial (Cal-B-A-10%, Cal-B-A-50%), y totalmente aminada (Cal-B-A-
100%). Ademas, muestra el curso de inactivacion térmica para los
derivados modificados cuyos residuos de tirosina fueron recuperados
(Cal-B-H-10%, Cal-B-H-50%, Cal-B-H-100%) por tratamiento con

hidroxilamina.
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Figura 24. Curso de inactivacion térmica a 70°C de los derivados
modificados y sin modificar de la lipasa de Cal-B. La actividad
enzimatica fue determinada usando como sustrato p-NPB (0.4mM) en
buffer fosfato pH7, 25mM a 25 °C.

Bajo las condiciones de inactivacion térmica a 70°C, el derivado de Cal-
B inmovilizado en soportes de octil agarosa sin modificar, fue mas
estable que los demas derivados que habian sido modificados por
reacciones de aminacion. De los derivados modificados de Cal-B en
fase sdlida, el menos estable fue el derivado modificado al 100% (Cal-
B-A-100%), el cual registré una pérdida de actividad hidrolitica de mas

del 50% en los primeros 20 minutos del curso de inactivacion.

Por su parte, los derivados modificados al 10 y 50% registraron una
pérdida del 50% de actividad después de los 40 y 120 minutos del curso
de inactivacion, respectivamente. En este sentido, la modificacion
guimica por reacciones de aminacion provoca la desestabilizacion de la
Cal-B inmovilizada en octil agarosa bajo las condiciones de inactivaciéon

térmica.
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De acuerdo con lo anterior y bajo las condiciones de ensayo (70°C, pH
7) es posible considerar que la completa modificacién de los grupos
carboxilicos de la superficie de la proteina, ejerce un efecto negativo en
la estabilidad frente a la temperatura de la Cal-B inmovilizada en
soportes de octil agarosa. Teniendo en cuenta que la modificacion
guimica por reacciones de aminacion, permite el cambio de un grupo
gue bajo estas condiciones se hallaba cargado negativamente (COQO)
por un nuevo grupo que bajo las mismas condiciones es de carga
positiva ("NH3), es posible considerar que las nuevas fuerzas repulsivas
y la generacion de nuevas interacciones, alteran la conformacion de la
enzima, modificado su estabilidad (Carraway et al; 1972). En este
contexto, es posible que la modificacion quimica de la Cal-B elimine
puentes idnicos de gran importancia en el mantenimiento de la
estructura activa de la lipasa, lo que conlleva a la rapida
desnaturalizacion de la enzima bajo las condiciones de inactivacion del

ensayo.

Por otra parte, los derivados de Cal-B inmovilizados en soportes de octil
agarosa modificados por reacciones de aminacion cuyos residuos de
tirosina habian sido recuperados, mostraron una mayor estabilidad en
comparacion a los derivados modificados no recuperados. Por ejemplo,
el derivado modificado al 100% con los residuos de tirosina
recuperados (Cal-B-H-100%), conservdé mas del 50% de su actividad
hidrolitica durante la primera hora del curso de inactivacion, en
comparacion a la Cal-B modificada al 100% cuyos residuos de tirosina
no habian sido recuperados (Cal-B-A-100%), la cual registr6 una
pérdida de actividad de mas del 50% en los primeros 20 minutos del
curso de inactivacion. El mismo efecto fue observado para la Cal-B

modificada al 50% con residuos de tirosina recuperados y sin recuperar.
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De acuerdo con lo anterior, es posible que la recuperacion de los
residuos de tirosina en la Cal-B inmovilizada en soportes de octil
agarosa y modificada por reacciones de aminacién, permita la
restauracion de interacciones de tipo puentes de hidrogeno que hacen
gue estos derivados modificados sean notoriamente mas estables en
comparaciéon a aquellos derivados modificados cuyos residuos de
tirosina no habian sido recuperados.

e Efecto de la modificacién quimica sobre la estabilidad frente a
solventes orgéanicos de los derivados modificados de Cal-B

inmovilizados en soportes de octil agarosa

El efecto de la modificacion quimica por reacciones de aminacion sobre
la estabilidad frente a solventes organicos de la Cal-B inmovilizada en
soportes de octili agarosa, fue evaluada en presencia de

Tetrahidrofurano al 50%(v/v), bajo condiciones de pH neutro a 25°C.

Teniendo en cuenta que el ambiente acuoso es el medio natural de las
enzimas, es evidente que ante la presencia de un solvente organico,
éstas tienden a adoptar una conformacion inversa a su estado natural.
De manera que sus propiedades podrian ser alteradas por efecto del
solvente organico (Branden y Tooze, 1991; Arroyo, 1995). THF es un
solvente medianamente polar aprético, por su naturaleza podria
restringir la flexibilidad de la enzima en el medio de reaccién, y causar
notorias pérdidas de actividad. Por otra parte, al ser un solvente
medianamente polar, miscible en agua, causa un efecto de inactivacion
al eliminar las moléculas de agua que son esenciales para la que la
enzima mantenga su estructura activa (Bellezza et al; 2009; Wang et al;
2011).
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En la figura 25 se muestran los resultados del curso de inactivacion
enzimatica en presencia de THF para Cal-B inmovilizada en soportes
de octil agarosa sin modificar (Cal-B-Octil) y para la lipasa modificada
de forma parcial (Cal-B-A-10%, Cal-B-A-50%) y completa por
reacciones de aminacién (Cal-B-A-100%). Ademas, muestra el curso de
inactivacion en presencia de solvente organico (THF) para los derivados
modificados cuyos residuos de tirosina fueron recuperados mediante su
incubacion en hidroxilamina (Cal-B-H-10%, Cal-B-H-50%, Cal-B-H-
100%).

Actividad residual (%)

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

emfp G3l-B-Octil  —=— Cal-B-A-10% ——— Cal-B-A-50% ——e— Cal-B-A-100%
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Figura 25. Curso de inactivacion en presencia de solvente organico
(THF 50%(v/v)) de los derivados modificados y sin modificar de la lipasa
de Cal-B. La actividad fue determinada usando como sustrato p-NPB
(0.4mM) en buffer fosfato pH7, 25mM a 25 °C.

Bajo la condiciones de inactivacion en presencia de solvente organico
los derivados mas estables fueron el derivado de Cal-B inmovilizado en
soportes de octil agarosa sin modificar y el derivado de Cal-B
inmovilizado en soportes de octil agarosa modificado al 100% (Cal-B-A-
100%), los cuales conservaron mas del 65% de su actividad hidrolitica

durante los primeros 30 minutos del curso de inactivacién frente al
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solvente organico. Adicionalmente, los derivados de Cal-B
inmovilizados en soportes de octil agarosa, modificados de forma
parcial al 10 y 50% (Cal-B-A-10%, Cal-B-A-50%) conservaron mas del
50% de su actividad catalitica durante el mismo tiempo.

Por otra parte, los derivados de Cal-B inmovilizados en soportes de octil
agarosa, modificados por reacciones de aminacion cuyos residuos de
tirosina habian sido recuperados, registraron una menor estabilidad en
comparacioén a los derivados cuyos residuos de tirosina no habian sido
recuperados. En promedio, los primeros fueron 1.2 veces menos
estables que los derivados modificados, sin recuperar este tipo de

residuos aminoacidicos.

De acuerdo con lo anterior, y teniendo en cuenta el marcado efecto del
solvente organico sobre la estabilidad de la lipasa, es posible considerar
gue la modificacion quimica por reacciones de aminacidon provoco
cambios desfavorables en la superficie de la Cal-B, alterando la

conformacién de la misma y modificando asi sus propiedades.

3.2.2. Efecto de la modificacion quimica por reacciones aminacion
sobre las propiedades de la TLL inmovilizada en soportes de octil
agarosa

La lipasa de Thermomyces lanuginosus (TLL) difiere de la Cal-B, tanto
en la proporcion de residuos aminoacidicos disponibles para la
modificacion quimica, como en la ubicacion de los mismos en la
superficie de la proteina (Alcalde, 1999). Por lo que es posible que un
mismo tipo de modificacidn pueda causar efectos diferentes en una u
otra lipasa. En este sentido, fue estudiado el efecto de la modificacion

guimica por reacciones de aminacién sobre las propiedades de la TLL.
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TLL presenta en su estructura primaria 19 residuos de &acido aspértico
(gris), 12 de acido glutamico (rojo), los cuales son aminoacidos clave en
la modificacion quimica por reacciones de aminacion (Davis; 2003). TLL
presenta ademds, 10 residuos de tirosina que resultarian afectados en
este tipo de modificacion. En la figura 26 se observa la distribucion de
los residuos aminoacidicos sobre la superficie de la TLL. A diferencia de
la Cal-B, TLL posee tres residuos aminoacidicos de tirosina en una
posicion muy cercana al centro activo y al lid o tapadera (Tyr-261, 171,
21). La distribucién de los residuos aminoacidicos y su cercania con el
centro activo y el lid (naranja) se muestran en la figura 26. El centro
activo de la TLL esta formado por los residuos de ser-146(azul), his-228
y asp-201 (Allan, 2000; Alcalde, 1999).

Carafrente al lid (Naranja) Caraopuesta al lid (Naranja)
Asp (Gris) y Glu (Rojo)

Tyr (Rosado)

Figura 26. Estructura tridimensional de la lipasa de Thermomyces

lanuginosus (Estructura 3D obtenida de la base de datos PDB. Software
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visualizador utilizado PYMOL viewer version 0.99. El cddigo de PDB
1DTE. Codigo de colores: centro activo (azul), lid o tapadera (Naranja),
acido aspartico (gris oscuro), acido glutamico (rojo), tirosina (rosado).

o Caracterizacion electroforética de los derivados de TLL
aminados inmovilizados en octil agarosa

La figura 27 muestra el perfil electroforético de los derivados de la TLL
inmovilizados en soportes de octil agarosa sin modificar (TLL-Octil),
modificados por reacciones de aminacion en fase sélida (TLL-A-10%,
TLL-A-50%, TLL-A-100%) y de los derivados aminados cuyos residuos
de tirosina fueron recuperados mediante la incubacion en hidroxilamina
(TLL-H-10%, TLL-H-50%, TLL-H-100%).
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Figura 27. (a) Electroforesis SDS-PAGE y PAGE-Nativa (b) de los
derivados modificados de TLL. Carril M: Marcador de peso molecular,
Carril 1: TLL no modificada, Carril 2: TLL-A-10%, Carril 3: TLL-H-10%,
Carril 4: TLL-A-50%, Carril 5: TLL-H-50%, Carril 6: TLL-A-100, Carril 7:
TLL-H-100%

De acuerdo con la figura 27(a) la modificacion quimica no conlleva a
reacciones intermoleculares, ya que se observa en todos los casos la

banda caracteristica de la TLL a 30 KDa. Sin embargo, bajo
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condiciones nativas como se registra en la figura 27(b), se observo un
cambio significativo en la movilidad electroforética de las proteinas
modificadas y sin modificar. Este efecto es atribuido a la carga neta que
éstas presentan una vez han sido modificadas por reacciones de
aminacion. La recuperacion de los residuos de tirosina no causo un
efecto significativo en la movilidad electroforética de las proteinas
modificadas (Galvis et al; 2011).

o Efecto de la modificacibn quimica por reacciones de
aminacion, sobre la actividad hidrolitica frente al p-NPB de la
TLL inmovilizada en soportes de octil agarosa
La actividad hidrolitica frente al p-NPB de los diferentes derivados de
TLL inmovilizados sobre soportes de octil agarosa sin modificar (TLL-
Octil), de los derivados modificados por reacciones de aminacion (TLL-
A-10%, TLL-A-50%, TLL-A-100%) y de los derivados aminados cuyos
residuos de tirosina habian sido recuperados (TLL-H-10%, TLL-H-50%,
TLL-H-100%) se registra en la Tabla 5.

Tabla 5. Actividad enzimatica de los derivados de TLL modificados por
reacciones de aminacion. Condiciones de ensayo: La actividad
enzimatica fue determinada usando como sustrato p-NPB 0,4mM en
buffer fosfato pH 7, 25mM a 25°C

TLL-A-  TLL-A- TLL-
Derivados aminados TLL-Octil 10% 50% 100%
Actividad (U/g) 52 51 53 57
Derivados aminados
Tratados con TLL- TLL- TLL-
hidroxilamina 10% 50% 100%
Actividad (U/g) 52 53 60
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De acuerdo con la tabla 5, la modificacion parcial (TLL-A-10%, TLL-A-
50%) provocd un efecto poco significativo sobre la actividad de la
lipasa. Sin embargo, la modificacion total (TLL-A-100%) de los residuos
de acido aspartico y glutdmico en la superficie de la TLL por reacciones
de aminacion, provoca un incremento en la actividad de la lipasa de

aproximadamente el 10% en relacion a la enzima no modificada.

Teniendo en cuenta que la modificacion quimica por reacciones de
aminacion ocurre de una manera inespecifica sobre los residuos
aminoacidicos acidos de la superficie de la proteina, es posible que la
modificacion total en la superficie de la TLL haya tocado los residuos de
acido aspartico y glutdmico proximos al lid y al centro activo (figura 26)
haciendo que el equilibrio conformacional de la lipasa sea alterado
provocando una mejoria en la actividad de la enzima (Cabrera et al;
2009).

Por otra parte, la recuperacion de los residuos de tirosina de la TLL
modificada al 100% (TLL-H-100%) provoc6 un aumento en la actividad
de la lipasa en aproximadamente el 15% en comparacion a la enzima
no modificada y fue un 5% mas activa en comparacion a la enzima
modificada al 100% en donde los residuos de tirosina aun no habian
sido recuperados (TLL-A-100%) (Galvis et al; 2011).

En este sentido, la modificacion quimica por reaccion de aminacion
causd un efecto positivo en la actividad de la TLL. Este tipo de
modificacion quimica fue posteriormente utilizado como una estrategia
novedosa para la preparacion de agregados enzimaticos entrecruzados
CLEAs, en la que los nuevos grupos amino facilitan el entrecruzamiento
de la lipasa por la accion de un agente entrecruzante como el
glutaraldehido (Wilson et al; 2006; Migneault et al; 2004).
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o Estudio del efecto de la modificacion quimica por reacciones
de aminacion sobre la estabilidad térmica y frente a
solventes organicos de la TLL inmovilizada en soportes de
octil agarosa

e Efecto de la modificacion quimica sobre la estabilidad térmica
de los derivados modificados de TLL inmovilizados en soportes
de octil agarosa

La estabilidad de las diferentes preparaciones de TLL, modificadas
(TLL-A-10%, TLL-A-50%, TLL-A-100%, TLL-H-10%, TLL-H-50%, TLL-
H-100%) y sin modificar (TLL-Octil) fue evaluada a 70°C, bajo
condiciones de pH neutro. El curso de inactivacion térmica se muestra

en la figura 28.

Actividad residual (%)

Tiempo (h)
—&— TLL-Octil —8&— TLL-A-10%  —&—TLL-A-50%  —@— TLL-A-100%
= O— TLL-H-10% = &= TLL-H-50% = ©= TLL-H-100%

Figura 28. Curso de inactivacion térmica a 70°C de los derivados
modificados y sin modificar de la TLL. La actividad fue determinada
frente a la hidrdlisis del p-NPB (0.4mM) en buffer fosfato pH7, 25mM a
25 °C.

Bajo las condiciones de inactivacion, se observd que la modificacion

guimica por reacciones de aminacién provocdé un aumento en la
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estabilidad de la TLL inmovilizada en octil agarosa. La figura 28 registra
gue todos los derivados modificados por reacciones de aminacion,
fueron mas estables que la enzima sin modificar (TLL-Octil). Por
ejemplo, el derivado modificado al 100% cuyos residuos de tirosina
habian sido recuperados (TLL-H-100%) conservé méas del 50% de
actividad catalitica por mas de 10 horas, en comparacion a la enzima
sin modificar que perdi6 cerca del 50% de actividad durante las

primeras 2 horas del curso de inactivacion.

De acuerdo con lo anterior, la modificacion quimica y la recuperacion de
los residuos de tirosina, conllevé a un aumento en la estabilidad de la
TLL inmovilizada en soportes de octil agarosa. En este sentido, es
posible que la modificacion quimica haya dado lugar a nuevas
interacciones ionicas o de tipo puentes de hidrogeno, haciendo que la

proteina sea estabilizada.

e Efecto de la modificacion quimica sobre la estabilidad frente a
solventes organicos de los derivados modificados de TLL

inmovilizados en soportes de octil agarosa

La estabilidad frente a solventes organicos de los derivados
modificados y sin modificar de TLL fue evaluada a pH 7 en un medio
gue contenia 50% de Tetrahidrofurano (THF). El curso de inactivacion

se muestra en la figura 29.
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Actividad residual (%)
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Figura 29. Curso de inactivacion en presencia de solvente organico
(THF) de los derivados modificados y sin modificar de la lipasa de TLL.
La actividad fue determinada usando como sustrato p-NPB (0.4mM) en
buffer fosfato pH7, 25mM a 25 °C.

En ella se observa que bajo las condiciones de inactivacion por solvente
organico, el derivado de TLL inmovilizado en octil agarosa sin modificar,
perdié aproximadamente el 90% de actividad en los primeros 30
minutos del curso de inactivacion. Las preparaciones modificadas a
bajos niveles TLL-A-10% y TLL-A-50% presentaron la misma tendencia
gue la enzima sin modificar. Sin embargo, TLL modificada al 100%
(TLL-A-100%) y la contraparte modificada, cuyos residuos de tirosina
fueron recuperados (TLL-H-100%) por tratamiento con hidroxilamina,
registraron una mayor estabilidad en comparacién a la enzima no
modificada al conservar mas del 20% de actividad aun después de 3

horas del curso de inactivacion por THF.

De acuerdo con lo anterior, la modificaciébn quimica confiere a la lipasa
de TLL una mayor estabilidad frente a la accién de la temperatura y de

solventes organicos como THF. En este sentido, es probable que ante
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la modificacion quimica se favorezcan interacciones idnicas o puentes

de hidrogeno que conlleven a un aumento en la estabilidad de la TLL.

3.2.3 Efecto de reacciones de

aminacion sobre la estabilidad de diferentes lipasas microbianas

la modificacibn quimica por

En la Tabla 6, se registra el tiempo de vida media para cada uno de los
derivados de Cal-B y TLL inmovilizados en soportes de octil agarosa,
sin modificar y modificados por reacciones de aminacion quimica con
etilendiamina. El tiempo de vida media mide el cambio del estado nativo
de las proteinas al desplegado en procesos de desactivacion bajo

condiciones determinadas.

Tabla 6. Efecto de la aminacion sobre el tiempo de vida media, de los
diferentes derivados de Cal-B y TLL inmovilizados en soportes de octil

agarosa bajo diferentes condiciones de inactivacion

Tiempo de vida media (h)

Condiciones de inactivacion Condiciones de inactivacion

Derivados 70°C 50% THF Derivados 70°C 50% THF

Cal-B pH 7 pH 7 TLL pH 7 pH 7
Cal-B-Octil 2.9 15 TLL-Octil 1.8 0.07
CalB-A-10% 2.5 0.8 TLL-A-10% 3 0.08
CalB-H-10% 1.6 0.2 TLL-H-10% 7 0.08
CalB-A-50% 0.7 0.3 TLL-A-50% 3.5 0.3
CalB-H-50% 2 0.2 TLL-H-50% 7 0.35
CalB-A-100% 0.3 3 TLL-A-100% 5 0.4
CalB-H-100% 15 0.7 TLL-H-100% 11 0.4

Aunque Cal-B y TLL pertenecen al mismo grupo de enzimas, las figuras

22 y 26 evidencian que éstas presentan una estructura tridimensional y
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una distribucion superficial de los residuos aminoacidicos muy
diferentes entre si. La aminacion quimica de las enzimas provoca una
alteracion drastica en la carga neta de la proteina y en las interacciones
iGnicas que ocurren entre los grupos de la superficie de la enzima.
Estos cambios podrian modular los movimientos que sufre el lid o
tapadera durante la catdlisis (Cabrera et al; 2009; Galvis et al; 2011). En
este contexto, puede esperarse cambios en las propiedades de las
lipasas y estos podrian variar entre una u otra lipasa.

Para la lipasa de Candida antarctica B, la modificacion quimica por
reacciones de aminacion provocé un efecto desfavorable sobre la
estabilidad de la enzima, sometida al curso de inactivacion térmica a
70°C. Todos los niveles de modificacion causaron disminucion en la

estabilidad de la lipasa.

Por otra parte, bajo condiciones de inactivacion por solvente organico,
las modificaciones parciales de la lipasa de Cal-B causaron una notable
disminuciéon en la estabilidad de la enzima. Sin embargo, la completa
modificacion de los grupos acidos (Asp, Glu) en la superficie de la
proteina, permitid un aumento en la estabilidad de la enzima modificada
(Cal-B-A-100%) en un factor de 2 veces en comparacion con la enzima

no modificada (Cal-B-octil).

En el caso de la lipasa de TLL, la modificacion parcial y completa por
reacciones de aminacion, conllevo a un aumento en la estabilidad de la
enzima bajo las diferentes condiciones de inactivacion estudiadas. Por
ejemplo, la modificacion completa de los residuos acidos en la
superficie de la lipasa de la TLL caus6 un aumento en la estabilidad de

aproximadamente 6 veces en comparacion a la enzima no modificada,
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cuando estas fueron sometidas a procesos de inactivacién térmica a
70°C.

En este contexto, la modificacion quimica por reacciones de aminacion
permite la modulacién de las propiedades de actividad y estabilidad de
las lipasas microbianas de Cal-B y TLL. Los efectos difieren entre una u
otra lipasa.

3.3 Estudio del efecto de la modificacién quimica en fase sélida
por reacciones de succinilacion sobre las propiedades de la Cal-B
y la TLL inmovilizadas en octil agarosa

Aunque los grupos acidos (Asp y Glu) son los que mas abundan en la
superficie de la proteina y pueden ser facilmente modificados por
reacciones de aminacion, los residuos de lisina presentes en la
superficie también pueden ser modificados por reacciones de
succinilacion utilizando anhidrido succinico como agente modificante.
En esta ocasion también fue necesario encontrar la concentracion de
anhidrido succinico adecuada para alcanzar niveles de modificacion
parcial, es decir, al 10 y 50%. Los resultados se reportan en la Tabla 7.
La titulacion de los grupos amino libres con TNBS permitio determinar el
grado de modificacion de la Cal-B y la TLL (Snyder y Sobocinsky,
1975).
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Tabla 7. Efecto de la concentracion de anhidrido succinico sobre el
grado de modificacion de la Cal-B y TLL por reacciones de succinilacion
guimica. Condiciones de modificacion: buffer fosfato 50mM, pH 8.

Concentracion de
anhidrido succinico Modificacion
(mM) (%)
100 >95
20 50
0.1 10

3.3.1. Efecto de Ila modificacibn quimica por reacciones
succinilacion sobre las propiedades de la Cal-B inmovilizada en
soportes de octil agarosa

Cal-B también presenta en su estructura primaria 9 aminoacidos
basicos como la lisina, que pueden ser modificados por reacciones de
succinilacion. Su distribucion en la superficie de la lipasa y su cercania

con el lid (amarillo) y el centro activo se muestra en la figura 30.

Carafrente al lid (amarillo) ‘ Cara opuesta al lid (amarillo)

Lys {aguamarina)

Figura 30. Estructura tridimensional de la lipasa de Candida antarctica
B (Estructura 3D obtenida de la base de datos PDB. Software

visualizador utilizado PYMOL viewer version 0.99. El cédigo de PDB
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1TCA. Cddigo de colores: centro activo (azul), lid o tapadera (amarillo),

residuos de lisina (aguamarina).

En esta figura se observa que la mayoria de los residuos de lisina estan
ubicados en la cara posterior al lid. Sin embargo, aproximadamente 2
de estos residuos estan ubicados en la proximidad del lid o tapadera y
su alteracion podria generar cambios en la propiedades de la lipasa.

o Caracterizacion electroforética de los derivados de Cal-B
succinilados inmovilizados en octil agarosa

La caracterizacion electroforética bajo condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) y nativas (PAGE-Nativa), de los derivados de Cal-B
inmovilizados en soportes de octil agarosa sin modificar (CalB-Octil) y
modificados por reacciones de succinilacion (CalB-S-10%, CalB-S-50%,
CalB-S-100%), mostré6 que este tipo de modificacion no conlleva a
reacciones intermoleculares, de manera que la proteina se mantendria
como un monomero, tal como se muestra en la figura 31(a). Por otra
parte, en la figura 31(b) se observa que a medida que la lipasa de Cal-B
es modificada, su movilidad electroforética se incrementa, en contraste
a lo observado cuando la enzima fue modificada por reacciones de
aminacion. Este efecto es el resultado del aumento en la carga neta
negativa en la superficie de la lipasa causado por la modificacion

guimica.
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Figura 31. (a) Electroforesis SDS-PAGE y PAGE-Nativa (b) de los
derivados modificados de Cal-B. Carril M: Marcador de peso molecular,
Carril 1: CalB-Octil no modificada, Carril 2: CalB-S-10%, Carril 3: CalB-
S-50%, Carril 4: CalB-S-100%

o Efecto de la modificacion quimica por reacciones de
succinilacion, sobre la actividad hidrolitica frente al p-NPB de
la Cal-B inmovilizada en soportes de octil agarosa

La actividad hidrolitica frente al p-NPB de los diferentes derivados
enzimaticos de Cal-B inmovilizada sobre soportes de octil agarosa sin
modificar (Cal-B-Octil) y de los derivados modificados por reacciones de
succinilacion (Cal-B-S-10%, Cal-B-S-50%, Cal-B-S-100%) se registra
en la Tabla 8. En ella se observa que la modificacion quimica por
reacciones de succinilacion ejerce un efecto desfavorable sobre la
actividad de la enzima. De esta manera, en la medida que Cal-B es

modificada, su actividad catalitica es notoriamente reducida.
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Tabla 8. Actividad enzimética de los derivados de Cal-B modificados
por reacciones de succinilacion. Condiciones de ensayo: La actividad
enzimatica fue determinada usando como sustrato p-NPB 0,4mM en
buffer fosfato pH 7, 25mM a 25°C

Derivados CalB-S- CalB-S- CalB-S-
succinilados | Octil-Cal-B 10% 50% 100%
Actividad
(Ulg) 17.2 16.3 6.4 6.0

Teniendo en cuenta que Cal-B presenta residuos aminoacidicos de
lisina cercanos al lid o tapadera, es probable que al ejercer la
modificacion parcial y completa de la superficie de la proteina por
reacciones de succinilacion, estos residuos sean alterados y la enzima
adopte una orientacion diferente, que conlleve a una conformacion
desfavorable para la actividad catalitica de la enzima (Cabrera et al;
2009; Barbosa et al; 2010).

o Estudio del efecto de la modificacion quimica por reacciones
de succinilacion sobre la estabilidad térmica y frente a
solventes organicos de la Cal-B inmovilizada en soportes de
octil agarosa

e Efecto de la modificacion quimica por reacciones de
succinilacion sobre la estabilidad térmica de los derivados
modificados de Cal-B inmovilizados en soportes de octil

agarosa

La estabilidad de los derivados de Cal-B modificados (Cal-B-S-10%,
Cal-B-S-50%, Cal-B-S-100%) y sin modificar (Cal-B-Octil) por

reacciones de succinilacion quimica fue evaluada a 70 °C bajo
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condiciones de pH neutro. El curso de inactivacion se muestra en la

figura 32.
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Figura 32. Curso de inactivacion térmica a 70°C de los derivados
modificados y sin modificar de la Cal-B. La actividad fue determinada
usando como sustrato p-NPB (0.4mM) en buffer fosfato pH 7, 25mM a
25 °C.

Bajo las condiciones de inactivacion térmica (70°C y pH neutro), todos
los derivados de Cal-B modificados por reacciones de succinilacion
guimica y no-modificados presentaron una tendencia muy similar. Sin
embargo, después de 5 horas del curso de inactivacion, los derivados
modificados en mayor nivel, es decir al 50 y 100% conservaron mas del
55% de su actividad inicial, siendo un 15% mas estables que el
derivado modificado en un bajo nivel (Cal-B-S-10%) y que el derivado
sin modificar, los cuales retenian en promedio un 45% de su actividad

inicial.

e Efecto de la modificacion quimica sobre la estabilidad frente a
solventes orgéanicos de los derivados modificados de Cal-B

inmovilizados en soportes de octil agarosa
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La estabilidad frente a solventes organicos de los preparados de Cal-B
modificados y sin modificar por reacciones de succinilacion fue
evaluada en presencia de 50% de THF. El curso de inactivacion se
muestra en la figura 33. En ella se observa que en presencia de
solvente organico la preparacion de Cal-B sin modificar (CalB-Octil) y
modificada de forma parcial al 10% (CalB-S-10%), perdieron cerca del
45% de su actividad catalitica durante la primera hora del curso de
inactivacion. Las preparaciones de Cal-B modificadas en un mayor
grado (CalB-S-50% y CalB-S-100%) conservaron mas del 65% de

actividad, durante el mismo tiempo.

120

100
80 o
60 o

40 o

Actividad residual (%)

20 o

0 30 60 90
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Figura 33. Curso de inactivacion en presencia de solvente organico
(THF) de los derivados modificados y sin modificar de la Cal-B. La
actividad fue determinada usando como sustrato p-NPB (0.4mM) en
buffer fosfato pH7, 25mM a 25 °C.

De acuerdo con lo anterior, aunque la modificacion quimica por
reacciones de succinilacion en un alto nivel genera pérdida de actividad

en la lipasa de Cal-B, al parecer los nuevos grupos con carga negativa
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favorecen interacciones del tipo puentes de hidrégeno o enlaces iGnicos

gue permiten la estabilizaciéon de la enzima.

3.3.2. Efecto de Ila modificacibn quimica por reacciones
succinilacion sobre las propiedades de la TLL inmovilizada en
soportes de octil agarosa

A diferencia de la Cal-B, TLL presenta en su estructura primaria 7
residuos de lisina, que pueden ser probablemente modificados por
reacciones de succinilacion quimica. Dos de estos residuos estan
ubicados en la proximidad del lid (naranja) y los 5 restantes se ubican
en la cara posterior a la tapadera. La distribucion de los residuos
aminoacidicos de lisina (verde azulado) y su cercania con el centro

activo y el lid o tapadera se muestra en la figura 34.

Carafrente al lid (Naranja) ‘ Cara opuesta al lid (Naranja)

Lys (verde azulado)

Figura 34. Estructura tridimensional de la lipasa de Thermomyces
lanuginosus (Estructura 3D obtenida de la base de datos PDB. Software
visualizador utilizado PYMOL viewer version 0.99. El cédigo de PDB
1DTE. Cdédigo de colores: centro activo (azul), lid o tapadera (naranja),

residuos de lisina (verde azulado).
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o Caracterizacion electroforética de los derivados de TLL
succinilados inmovilizados en octil agarosa
Nuevamente, el perfil electroforético de los derivados de TLL
succinilados fue obtenido pos SDS-PAGE y PAGE-Nativa, como se
muestra en la figura 35(a) y (b). Bajo condiciones nativas es posible
observar el incremento en la movilidad de los derivados modificados por
reacciones de succinilacion de la TLL.
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Figura 35. (a) Electroforesis SDS-PAGE y PAGE-Nativa (b) de los
derivados modificados de TLL. Carril M: Marcador de peso molecular,
Carril 1: Octil-TLL no modificada, Carril 2: TLL-S-10%, Carril 3: TLL-S-
50%, Carril 4: TLL-S-100%

o Efecto de la modificacion quimica por reacciones de
succinilacion, sobre la actividad hidrolitica frente al p-NPB de
la TLL inmovilizada en soportes de octil agarosa

La actividad hidrolitica frente al p-NPB de los diferentes derivados de
TLL inmovilizados sobre soportes de octil agarosa sin modificar (TLL-
Octil) y de los derivados modificados por reacciones de succinilacion
(TLL-S-10%, TLL-S-50%, TLL-S-100%) se registra en la Tabla 9. En
ella se observa que la modificacion quimica por reacciones de

succinilacion ejerce un efecto desfavorable sobre la actividad de la TLL.
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De esta manera, en la medida que la enzima es modificada, su
actividad catalitica es notoriamente reducida. En este sentido es
probable que la modificacion quimica de los residuos de lisina cercanos
al lid, conlleven a cambios desfavorables en la conformacién de la

lipasa.

Tabla 9. Actividad enzimatica de los derivados de TLL modificados por
reacciones de succinilacion. Condiciones de ensayo: La actividad
enzimatica fue determinada usando como sustrato p-NPB 0.4mM,
buffer fosfato pH 7 25mM a 25°C

Derivados TLL-S-
succinilados | Octil-TLL TLL-S-10% TLL-S-50% 100%
Actividad
(U/g) 75.9 39.70 26.37 23.73

La modificacion parcial de TLL (TLL-S-10%) por reacciones de
succinilacion provoco una pérdida de actividad del 52% en comparacion
con la enzima sin modificar. La modificacibn completa (TLL-S-100%)
conllevo a una pérdida superior al 70% de la actividad en comparacion
con la enzima sin modificar. En este contexto, es posible considerar que
al modificar los grupos amino, por grupos carboxilos cargados
negativamente, la lipasa puede cambiar su orientacion y conformacion

proteica afectando las propiedades biocataliticas.
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o Estudio del efecto de la modificacion quimica por reacciones
de succinilacion sobre la estabilidad térmica y frente a
solventes organicos de la TLL inmovilizada en soportes de
octil agarosa

e Efecto de la modificacion quimica por reacciones de
succinilacion sobre la estabilidad térmica de los derivados
modificados de TLL inmovilizados en soportes de octil agarosa

La estabilidad de los derivados de TLL modificada (TLL-S-10%, TLL-S-
50%, TLL-S-100%) y sin modificar (TLL-Octil) fue evaluada a 70 °C y
pH 7. El curso de inactivacion térmica mostrado en la figura 35 muestra
gue TLL modificado al 10% (TLL-S-10%) fue el derivado mas estable
durante el curso de inactivacion térmica. El derivado modificado al 50%
(TLL-S-50%) fue el mas inestable, y el derivado modificado al 100%

presenta un comportamiento similar a la enzima no modificada.

Teniendo en cuenta que TLL presenta dos residuos de lisina en la
proximidad del lid, incluso uno de ellos hace parte de la conformacién
de este segmento peptidico (Allan, 2000), es posible considerar que al
ejercer la modificacion quimica parcial o completa de estos residuos
sean alteradas interacciones vitales que favorecen la estabilidad de la
estructura de la proteina, lo que contribuye a la desestabilizacion bajo

las condiciones de inactivacion a las que es sometida la enzima.
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Figura 36. Curso de inactivacion térmica a 70°C de los derivados
modificados y sin modificar de la TLL. La actividad fue determinada
usando como sustrato p-NPB (0.4mM) en buffer fosfato pH7, 25mM a
25 °C.

e Efecto de la modificacion quimica por reacciones de
succinilacion sobre la estabilidad frente a solventes organicos
de los derivados modificados de TLL inmovilizados en soportes

de octil agarosa

En la Figura 37 se muestran los resultados de la estabilidad frente a
solventes organicos de los preparados de TLL modificados y sin
modificar. En ella se muestra que todos los derivados presentaron una
tendencia similar, registrando pérdidas de actividad de mas del 50% en
los primeros 15 minutos del curso de inactivacion. En este sentido, la
modificacion quimica por reacciones de succinilacion caus6 un efecto
nulo en la estabilidad de la lipasa de TLL. De esta manera, los
diferentes derivados mostraron la misma tendencia sin importar el grado

de modificacion.

105



Modulacion de las propiedades biocataliticas de lipasas microbianas mediante la sintesis de agregados
enzimaticos entrecruzados (CLEAs)

120
100
80
60
40
20

0+ v v )
0 20 40 60
Tiempo (min)

—#—TLL-Octl —@—TLL-3-10% —&—TLL-S-50% —@—TLL-3-100%

Actividad residual (%)

Figura 37. Curso de inactivacion en presencia de solvente organico
(THF) de los derivados modificados y sin modificar de la TLL. La
actividad fue determinada usando como sustrato p-NPB (0.4mM) en
buffer fosfato pH7, 25mM a 25 °C.
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3.3.3 Efecto de la modificacibn quimica por reacciones de
succinilacion sobre la estabilidad de diferentes lipasas
microbianas

En la Tabla 10 se muestran los valores del tiempo de vida media para
cada uno de los derivados de Cal-B y TLL inmovilizados en soportes de
octii agarosa, modificados y sin modificar por reacciones de

succinilaciéon quimica con anhidrido succinico.

Tabla 10. Efecto de la succinilacion sobre el tiempo de vida media de
los diferentes derivados de Cal-B y TLL inmovilizados en soportes de

octil agarosa, bajo diferentes condiciones de inactivacion

Tiempo de vida media (h)

Condiciones de inactivacion Condiciones de inactivacion
Derivados 70°C | 50% THF Derivados 70°C 50% THF
Cal-B pH 7 pH 7 TLL pH 7 pH 7
Cal-B-Octil 5 1.5 TLL-Octil 0.5 0.2
CalB-S-10% 4 1.5 TLL-S-10% 1 0.2
CalB-S-50% 6 1.6 TLL-S-50% 0.5 0.3
CalB-S-100% 6 1.3 TLL-S-100% 0.5 0.2

En el proceso de inactivacion térmica a 70°C, la lipasa de Cal-B con
modificacion parcial (50%) y completa (100%) provoco la estabilizacion
de la enzima en un factor de 1.2 veces en comparacion con la enzima
sin modificar. Bajo las mismas condiciones, la modificacion parcial al
10% mejoro la estabilidad de la lipasa de TLL en un factor de 2 veces.
En el caso de la inactivacién por presencia de solvente organico, la

modificacion quimica de la enzima por reacciones de succinilacion,
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provoco un efecto nulo o poco significativo sobre la estabilidad de las
lipasas de Cal-By TLL.

Los diferentes tipos de modificacion quimica (aminacion y succinilacion)
permitieron cambios en las propiedades de actividad, estabilidad y
movilidad electroforética de las lipasas de Candida antarctica B y
Thermomyces lanuginosus. Estos tipos de modificacién quimica han
sido ampliamente utilizados como estrategias que facilitan la
inmovilizacién de las lipasas sobre diferentes tipos de soportes con
caracteristicas quimicas determinadas (Fernandez et al; 1994;
Fernandez-Lorente et al; 2011).

Durante esta investigacion se utilizd la modificacion quimica por
reacciones de aminacion como una estrategia novedosa para la
preparacion de nuevos biocatalizadores. Cal-B y TLL cuya superficie
fue modificada por reacciones de aminacion al 100%, fueron utilizadas
para la preparacion de agregados enzimaticos entrecruzados CLEAs,
los cuales fueron finalmente utilizados como biocatalizadores en la

resolucion cinética del R/S-Propanolol.

3.4 Evaluaciéon del efecto de la modificacibn quimica por
reacciones de aminacion en la sintesis de agregados enzimaticos
entrecruzados (CLEAs) delaCal-BylaTLL

La sintesis de agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS) ocurre
por la reaccion entre los grupos amino de la superficie de la proteina y
un agente bifuncional como el glutaraldehido. Cuando las proteinas son
muy pobres en residuos aminoacidicos de lisina externos, la
preparacion de CLEAs es complicada, debido a que el paso de
entrecruzamiento involucra principalmente este tipo de residuos (Wilson
et al; 2006; Lépez-Serrano et al; 2002; Cruz et al; 2012).
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La modificacion quimica por reacciones de aminacion provee a la
enzima de nuevos grupos amino que facilitarian el entrecruzamiento de
la lipasa, dando lugar a un nuevo biocatalizador insoluble. De acuerdo
con lo anterior, durante esta investigacién se hizo uso de las ventajas
de la aminacién quimica para preparar CLEAs de las lipasas de
Candida antarctica B y Thermomyces lanuginosus que habian sido
previamente modificadas al 100% por reacciones de aminacion en fase
solida.

En la figura 38 se observa el proceso para la obtencion final del

agregado enzimatico entrecruzado CLEA.

»=9:

Medificacién

quimica Desorcmn

Aminacion Detergente

N

N
Agente
entrecruzante

CLEA

Figura 38. Esquema general de la obtencion de la lipasa modificada por
reacciones de aminacion para la formacion de agregados enzimaticos

entrecruzados CLEAs.

Segun se describe en la figura 38, durante la primera fase, la lipasa que
ha sido adsorbida en soportes de octil agarosa, es completamente

modificada por reacciones de aminacidn como se describe en la
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seccion 2.2.2. Posteriormente la lipasa es desorbida desde el soporte
hidrofébico por la accién de un detergente segun se describe en la
seccion 2.2.1. Una vez la enzima ha sido desorbida y se encuentra en
fase soluble y pura, se procede a la preparacion de los CLEAs,
precipitando la enzima y entrecruzandola mediante el uso de un agente

bifuncional como el glutaraldehido.
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3.4.1 Sintesis de CLEAs de la lipasa de Candida antarctica B

modificada por reacciones de aminacién

e Seleccion del agente precipitante para la Cal-B

Inicialmente, se selecciond el mejor agente precipitante para la Cal-B.
Para ello fueron evaluados tres diferentes agentes precipitantes: sulfato
de amonio (NH4),SO, t-Butanol y 1-Propanol. En la Tabla 11 se
consigna el efecto del agente precipitante en la actividad enzimatica
obtenida en la suspension y en el sobrenadante luego de la
precipitacion de la enzima a partir de una preparacion soluble de Cal-B.

Tabla 11. Efecto del tipo de agente precipitante sobre la actividad
enzimatica de la Cal-B precipitada. La actividad fue determinada
usando como sustrato p-NPB (0.4mM) en buffer fosfato pH 7, 25mM a
25 °C.

U-iniciales 37,28
Agente Concentracion U U
precipitante (%v/v) Suspensién | Sobrenadante
50% 33.2 9.48
(NH4)2S04 70% 31.57 1.90
90% 34.5 2.88
50% 37.94 35.10
t-Butanol 70% 31.35 6.26
90% 39.62 0.62
50% 21.93 19
1-Propanol 70% 18.97 14.94
90% 16.96 0.78
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De acuerdo con la tabla 11, el solvente orgénico t-butanol fue
seleccionado como el mejor agente precipitante para la Cal-B. El uso de
t-Butanol al 90% conlleva a una precipitacion de aproximadamente el
98% de la enzima libre sin pérdidas de actividad, a diferencia de los
demds agentes precipitantes utilizados. Por ejemplo, cuando se usé6 1-
Propanol como agente precipitante se observé una pérdida de actividad
superior al 40 %, que es atribuida a la desnaturalizacién de la enzima,
inducida por la presencia del solvente organico en el microentorno de la
proteina (Wang et al; 2011).

e Sintesis y caracterizacion del CLEA de Cal-B

Una vez seleccionado el t-Butanol como el mejor agente precipitante
para la Cal-B, se prepar6 el nuevo agregado enzimatico entrecruzado,
el cual fue denominado CLEA-CalB. Este presentd una actividad
hidrolitica frente al p-NPB de 111 U/g-c.ea. EL CLEA-CalB fue
caracterizado por electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes y su

estabilidad térmica fue evaluada a 70°C.

En la figura 39 se observa el perfil electroforético de la lipasa de Cal-B
en su forma soluble (Carril 1). En el carril 2 Cal-B inmovilizada en
soportes de octil agarosa y en el carril 3 el nuevo agregado enzimatico
entrecruzado CLEA-CalB. Este ultimo es retenido en la parte superior
del gel, debido a la formacion de un agregado proteico de estructura

rigida y de alto peso molecular.
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Figura 39. Electroforesis SDS-PAGE. Carrii M: Marcador de peso
molecular; Carril 1: enzima soluble; Carril 2: Cal-B-Octil; Carril 3: CLEA-
CalB

e Evaluacion de la estabilidad térmica del CLEA de Cal-B

En la figura 40 se observa el perfil de inactivacion térmica a 70°C de la
Cal-B inmovilizada en soportes de octil agarosa y del nuevo
biocatalizador CLEA-CalB. El CLEA-CalB es notablemente mas estable
gue la enzima adsorbida en soportes hidrofobicos de octil agarosa. El
nuevo derivado de Cal-B conserva mas del 80% de actividad hidrolitica
frente al p-NPB durante la primera hora del curso de inactivaciéon, en
comparacion con la enzima inmovilizada en el soporte de octil agarosa

gue ha perdido el 50% de actividad hidrolitica en el mismo tiempo.

Estas diferencias son atribuidas a que la lipasa en los soportes de octil
agarosa, se encuentra Unicamente adsorbida mediante interacciones
hidrofébicas o de tipo idnico, que ante condiciones extremas de
temperatura tienden a romperse causando la desnaturalizacion de la
enzima. En el caso de los agregados enzimaticos entrecruzados, en los
gue intervienen enlaces de tipo covalente, la estructura terciaria de la
enzima adquiere una mayor rigidez y es mas estable a la inactivacion

térmica (Arroyo, 1998).
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Actividad residual (%)
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Figura 40. Curso de inactivacion térmica a 70°C de los derivados de
Cal-B en octil agarosa y del CLEA-CalB. La actividad fue determinada
usando como sustrato p-NPB (0.4mM) en buffer fosfato pH7, 25mM a
25 °C.

3.4.2 Sintesis de CLEAs de la lipasa de Thermomyces lanuginosus

modificada por reacciones de aminacion

e Seleccion del agente precipitante parala TLL

Con el objetivo de encontrar el mejor agente precipitante para la TLL,
fueron evaluados tres diferentes agentes precipitantes: sulfato de
amonio (NH,4),SO4, etanol y 2-Propanol. En la Tabla 12 se consigna el
efecto del agente precipitante sobre la actividad enzimatica obtenida en
la suspension y en el sobrenadante justo después que la enzima ha

sido precipitada a partir de una preparacion soluble de TLL.

De acuerdo con la tabla 12, todos los agentes precipitantes evaluados,
causaron un efecto desfavorable sobre la actividad de la lipasa de TLL.
Este efecto puede ser atribuido a que usualmente los solventes
miscibles en agua inducen la desnaturalizacion de la proteina, lo que
conlleva a la pérdida de actividad en la enzima. Esta desnaturalizacion

enzimatica puede ser provocada por una alteracion en la conformacion
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de la lipasa o por la eliminacion de moléculas de agua indispensables
para la actividad catalitica la misma (Gorman y Dordick, 1992; Kim et al;
2000; Wang et al; 2011).

En este contexto, el agente precipitante seleccionado para la TLL fue el
etanol. Se seleccion6 el etanol, ya que su efecto fue aproximadamente
2 veces menor en comparacién con los demas solventes utilizados y
conllevé a la precipitacion de aproximadamente el 80% de la enzima
libre.

Tabla 12. Efecto del tipo de agente precipitante sobre la actividad
enzimatica de la TLL precipitada. La actividad fue determinada usando
como sustrato p-NPB (0,4mM) en buffer fosfato pH7, 25mM a 25 °C.

U-iniciales 840
Agente Concentracion u U
precipitante (%v/v) Suspension | Sobrenadante
50% 233.7 123.3
70% 188.3 111.4
(NH4)2S04
90% 203.3 44.8
50% 226.1 118.4
70% 200.6 53.3
Etanol
90% 280.2 55.8
50% 186.2 87.8
70% 272.5 126.2
2-Propanol
90% 2554 128.7
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e Sintesis y caracterizacion del CLEA de TLL

Una vez seleccionado el etanol como el mejor agente precipitante para
la TLL, se preparé el nuevo agregado enzimético entrecruzado el cual
fue denominado CLEA-TLL. Este presentd una actividad hidrolitica
frente al p-NPB de 96 U/g-c.ea. EL CLEA-TLL fue caracterizado por
electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE y su estabilidad
térmica fue evaluada a 70°C.

En la figura 41 se observa el perfil electroforético de la lipasa de TLL en
su forma soluble (Carril 1), TLL inmovilizada en soportes de octil
agarosa (carril 2) y el nuevo agregado enzimatico entrecruzado CLEA-
TLL (carril 3). El agregado enzimético entrecruzado es retenido en la
parte superior del gel de electroforesis debido a que posee una

estructura de alto peso molecular construida por enlaces covalentes.
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Figura 41. Electroforesis SDS-PAGE. Carril M: Marcador de peso
molecular; Carril 1: enzima soluble; Carril 2: TLL-Octil; Carril 3: CLEA-
TLL

e Evaluacion de la estabilidad térmica del CLEA de TLL
Finalmente, en la figura 42 se observa el perfil de inactivacion térmica
del agregado enzimatico entrecruzado de TLL y de la TLL adsorbida en

soportes hidrofébicos de octil agarosa. EI CLEA-TLL conserva el 100%
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de actividad hidrolitica frente al p-NPB durante el curso de inactivacion,
siendo mas estable que la enzima adsorbida en el soporte de octil
agarosa, la cual ha perdido el 30% de actividad durante la primera hora

del curso de inactivacion.
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Figura 42. Curso de inactivacion térmica a 70°C de los derivados de
TLL en octil agarosa y del CLEA-TLL. La actividad fue determinada
usando como sustrato p-NPB (0.4mM) en buffer fosfato pH7, 25mM a
25 °C.

En general, los nuevos agregados enzimaticos entrecruzados
preparados a partir de la Cal-B y la TLL modificadas por reacciones de
aminacion, conservaron mas del 90% de la actividad hidrolitica durante
el curso de inactivaciéon térmica a 70°C. Por otra parte, las figuras 39 y
41, correspondientes a la electroforesis bajo condiciones
desnaturalizantes para los derivados enzimaticos de Cal-B y TLL
respectivamente, mostraron que la modificacién quimica por reacciones
de aminacion permitié un correcto entrecruzamiento, pues al incubar los
nuevos CLEAs a 100°C y en presencia de SDS no hubo liberacién de
proteina al sobrenadante, lo que sugiere que el entrecruzamiento de la

proteina agregada fue alcanzado (Wilson et al; 2006).

117



Modulacion de las propiedades biocataliticas de lipasas microbianas mediante la sintesis de agregados
enzimaticos entrecruzados (CLEAs)

Este mismo efecto, fue observado por Wilson y colaboradores quienes
en el 2006 prepararon agregados enzimaticos entrecruzados de la
lipasa de Alcaligenes sp (QL) utilizando agentes co-precipitantes como
la polietilenimina (PEI) con el fin de rodear la enzima con nuevos grupos
amino y facilitar su adecuado entrecruzamiento. Otros autores, han
encontrado resultados similares al utilizar proteinas alimentadoras con
abundantes grupos amino como la albumina de suero bovino (Shah et
al; 2006; Cruz et al; 2012).

En este contexto, la modificacion quimica por reacciones de aminacion
con etilendiamina, resulta una herramienta util y novedosa en la

preparacion de agregados enzimaticos entrecruzados CLEASs.

3.5 Evaluacién de la enantioselectividad de los agregados
enzimaticos entrecruzados de Cal-B y TLL en la resolucion cinética
del R/S-Propanolol.

La enantioselectividad de los agregados enzimaticos entrecruzados
(CLEAS) de Cal-B y TLL fue evaluada en la resolucion cinética del R/S-
Propanol. La reaccion de transesterificacion se llevo a cabo en tolueno
bajo las condiciones descritas en la seccion 2.2.5. En la tabla 13 se
registra los resultados mas relevantes obtenidos con los CLEAs de Cal-

By TLL en la reaccion de transesterificacion del propanolol racémico.

118



Modulacion de las propiedades biocataliticas de lipasas microbianas mediante la sintesis de agregados
enzimaticos entrecruzados (CLEAs)

Tabla 13. Exceso enantiomérico (ee), enantioselectividad (E) de los
agregados enzimaticos entrecruzados de Cal-B y TLL, evaluada en la
resolucién cinética del R/S-Propanolol.

Actividad Conversion

CLEA Enantiopreferencia  (U/g) (%) t(h) ee E
CLEA-

CalB R 28.3 17 2 37 5
CLEA-

TLL R 16.8 19 2 5 43

Los CLEAs de Cal-B y TLL presentaron enantiopreferencia hacia el
enantiomero R. Para el caso de la Cal-B, con anterioridad este efecto
se ha explicado de acuerdo con el modo de enlace del sustrato al sitio
activo de la enzima. El reactante rapido, en este caso el R-enantibmero
orienta su cadena acil hidrofébica en el tunel de la lipasa que conduce
al sitio activo (Grochulsky et al; 1993; Barbosa et al; 2010). Por su
parte, TLL ha sido utilizada en la reaccion de acetilacion de 3-Feniltio-2-
propanol utilizando acetato de vinilo y se ha observado que ésta acetila
selectivamente al enantiomero R, mientras que con el enantiomero S,

no reacciona (Fernandez, R; 2010).

Los CLEA-CalB y CLEA-TLL mostraron una alta actividad en la reaccion
de transesterificacion del propanolol racémico. Sin embargo, la
enantioselectividad de los dos biocatalizadores fue muy baja en
comparacion al valor aceptado (20), E=5 para el CLEA-Cal-B y E=4.3
para el CLEA-TLL. Valores de enantioselectividad similares fueron
reportados en el 2006 por Wilson y colabordores para los CLEAs de
Cal-B preparados en presencia de agentes co-precipitantes como la
polietilenimina (PEI), al ser utilizados en la hidrélisis enantioselectiva del
Glicidil butirato (E=3.8).
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Este efecto podria explicarse en términos de la rigidez conformacional,
adoptada por las moléculas de enzima en el agregado enzimatico
entrecruzado final, cuya formacion podria inducir una conformacion
desfavorable para las moléculas de la lipasa lo que llevo a una baja
enantioselectividad en la resolucion del R/S-Propanolol (Barbosa et al;
2010).
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4. CONCLUSIONES

= Se modularon las propiedades de actividad y estabilidad de las
lipasas microbianas de Candida antarctica B (Cal-B) vy
Thermomyces lanuginosus (TLL), mediante la modificacion

guimica por reacciones de aminacién y succinilacion.

» La modificacién parcial por reacciones de aminacion de la Cal-B
causO un efecto irrelevante sobre la actividad de la lipasa.
Adicionalmente, provocé la desestabilizacion de la proteina

cuando esta fue sometida a condiciones de inactivacion térmica.

= Se logré6 mejorar la actividad y estabilidad de la TLL al ser
modificada por reacciones de aminaciéon. La enzima
completamente modificada fue estabilizada en un factor de 6

veces en comparacion a la enzima no modificada.

= La modificacién parcial y total por reacciones de succinilacion de
los residuos de lisina presentes en la superficie de la Cal-B y la
TLL, provoco una notable reduccion en la actividad enzimatica de
las lipasas. Sin embargo, este tipo de modificacion caus6 un

efecto irrelevante en la estabilidad de las lipasas en estudio.

= El solvente organico t-butanol fue seleccionado como el mejor
agente precipitante para la Cal-B. El t-Butanol al 90% (v/v)
conlleva a una precipitacion de aproximadamente el 98% de la

enzima libre sin pérdidas de actividad. Para la TLL el mejor
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agente precipitante fue el etanol al 90% (v/v), el cual permitid la

precipitacion de aproximadamente el 80% de la enzima libre.

» La modificacién quimica por reacciones de aminaciéon fue una
herramienta novedosa en la preparacibon de agregados
enzimaticos entrecruzados (CLEAs). La modificacion de la
superficie de la Cal-B y la TLL por reacciones de aminacion,
conllevé a un correcto entrecruzamiento entre el glutaraldehido y

la enzima modificada.

= Los agregados enzimaticos entrecruzados de Cal-B y TLL
presentaron una estabilidad térmica, superior a la lipasa
inmovilizada en octil agarosa. CLEA-CalB y CLEA-TLL
conservaron el 90% y 100% de actividad catalitica durante el
curso de inactivacion térmica a 70°C, respectivamente. Mientras
gue los derivados de Cal-B y TLL en octil agarosa perdieron el 55
y 30% de actividad catalitica durante la primera hora del curso de

inactivacion, respectivamente.

= Se determin06 que aunque los agregados enzimaticos
entrecruzados de Cal-B y TLL, registraron una alta actividad en
la reaccion de transesterificacion del R/S-propanolol, exhibieron
una baja enantioselectividad (E) en la resolucion cinética de la
mezcla racémica de interés, 5y 4.3 (Valor de E) para el CLEA-

CalB y CLEA-TLL, respectivamente.
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ANEXOS

Anexo A

Curva de calibracion para la determinacién de la concentracion de

proteina por el método de Bradford.
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Anexo B

La actividad de los diferentes derivados enziméticos de Cal-B y TLL se
determiné de la siguiente manera:

* *

g-biocatalizador g ¥Fm C

Actividad ( v ):m*lﬂﬁ e BD
Donde

m = pendiente (min™)

¢ = coeficiente de extincion molar del PNPB (3100 M*.cm™)
V= Volumen total de la reaccion

Vm = Volumen de la solucidén enzimatica

FD = Factor de dilucion enzimatico

C= concentracion del derivado enzimatico en g/ml

U = cantidad de enzima necesaria para hidrolizar un mol de PNPB a
25°C
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Anexo C

Curva de calibracion de la mezcla racémica R/S-Propanolol.

Area (mAU*s)

8000.000
7000.000 -
6000.000 -
5000.000
4000.000 -
3000.000 -
2000.000
1000.000 -

0.000

20 30 40 50 60

C (mi)

C = (A + 95,83) /141,94

Donde C corresponde a la concentracién de la mezcla racémica R/S-

Propanolol en mM y A es el area del pico correspondiente para el

sustrato en mAU?*s.
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