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Resumen

I. RESUMEN

La propuesta del presente proyecto se centr6 en la construccion de enzimas inmovilizadas
en forma de agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS) empleando como agentes de
entrecruzamiento polimeros multiaminados. Dicho mecanismo de union se llevo a cabo mediante
la formacion de enlaces amida a partir de los grupos carboxilo libres de las enzimas y los grupos
amino de los agentes de entrecruzamiento empleados. Para ello, los grupos carboxilo fueron
previamente activados con la adicion de una mezcla 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida
(EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) para volverse capaces de reaccionar con grupos amino.
Como enzima modelo de estudio se selecciond a la lipasa de Candida rugosa (CRL). En nuestro
conocimiento, es la primera vez que se llevé a cabo el entrecruzamiento propuesto para la
preparacion de CLEAs.

El primer paso consistio en la seleccion de un agente de precipitacion. El acetonitrilo fue
elegido ya que presentd la mayor capacidad precipitante de la CRL, y ademas tuvo el menor
efecto desnaturalizante. Posteriormente, se estudiaron las variables mas importantes que rigen el
entrecruzamiento de proteinas mediante el mecanismo propuesto. Dentro de las cuales se
encontraron: 1) La concentracion de agua presente en el medio de reaccion cuando éste es un
solvente organico, 2) El pH cuando el medio de entrecruzamiento es acuoso, 3) La concentracion
de EDC-NHS, 4) La adicion de albumina sérica bovina (BSA) como fuente proteica externa, y 5)
La adicion de trioctanoina como sustrato de bioimprinting para la conservacion y proteccién del
sitio catalitico en su forma activa durante el entrecruzamiento (la adicion de trioctanoina 0.28
mM permitio recuperar CLEAS con el doble de actividad especifica).

Ademaés de los CLEAs de la CRL (CRL-CLEAS), se prepararon CLEAs de las lipasas
comerciales de Candida antarctica B (CALB) y Thermomyces lanuginosus (TLL). Todos estos
biocatalizadores expresaron alrededor del 20-26% de la actividad inmovilizada en forma de
CLEAs. La mayor actividad residual en los CRL-CLEAs fue del 15% de la inicial. La pérdida de
actividad de los CLEAs de lipasas entrecruzados via sus grupos carboxilo (carboxi-CLEAS) se
relaciond con el proceso de entrecruzamiento de los grupos carboxilo de la enzima.

Una vez establecida la metodologia general de preparacion de CLEAS, se evalud el efecto
de las condiciones de preparacion en las propiedades cataliticas de éstos biocatalizadores. Dentro
de las variables estudiadas se encontro que la concentracion de EDC/NHS, la adicion de BSA 'y
el tamafio de la polietilenimina (PEI) tienen un fuerte impacto en la morfologia, actividad

especifica, termoestabilidad y enantioselectividad de los CLEAs. En esta etapa los CLEAs
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preparados con EDC/NHS 28 mM, BSA (10 mg) y PEl; 3, fueron seleccionados como los
biocatalizadores méas robustos ya que fueron mas activos, estables y enantioselectivos. Dichos
CLEAs fueron 1.3 veces més activos y méas termoestables que los CLEAs preparados por el
método tradicional de entrecruzamiento con glutaraldehido. Como reaccién modelo de estudio
para la evaluacion de la enantioselectividad se probaron los diferentes CLEAS en la resolucion
del (S)-acido mandélico a partir de la mezcla racémica del acido 2-O-butiril-2-fenilacético. En
esta reaccion modelo, los CRL-CLEAs alcanzaron un 91% de exceso enantiomérico en la
resolucion del (S)-acido mandélico.

Como parte complementaria al presente proyecto se prepararon derivados inmovilizados de
CRL sobre soportes persistentes de agarosa para su comparacion con los derivados de la CRL en
forma de CLEAs. Una vez obtenidos todos los derivados de la CRL inmovilizados con y sin
soporte se procedi6 a evaluar su estabilidad. El derivado mas termoestable a 50°C fue la CRL
inmovilizada sobre glioxil-agarosa (glioxil-CRL) que retuvo el 85% de su actividad inicial por
150 h bajo las condiciones probadas. Por su estabilidad frente al etanol al 40%, los derivados mas
estables fueron el CLEA entrecruzado con glutaraldehido (amino-CLEA) y el glioxil-CRL (50 y
60% de actividad residual después de 97 h de tratamiento, respectivamente). Mientras que por su
estabilidad en ciclohexano el derivado mas estable fue la CRL inmovilizada en naftil-agarosa
(naftil-CRL) (300% de actividad residual después de 100 h de tratamiento).

Posteriormente se aplicaron los biocatalizadores preparados con y sin soporte en la
resolucion de dos sustratos enantioméricos, (S)-1-feniletanol y (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de
etilo. Mediante la mezcla de los diversos protocolos de inmovilizacion, las modificaciones
quimicas y fisicas de la enzima, asi como las diferentes condiciones de reaccidén probadas,
permitieron la obtencion de al menos un biocatalizador que presentara una alta
enantioselectividad (E > 20) en cada una de las dos resoluciones enantiomeéricas estudiadas.

Como otra parte complementaria a este proyecto se aplicaron los derivados de la CRL
preparados en la hidrolisis del aceite de sardina para la liberacion selectiva de los acidos
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA). En esta aplicacion los CRL-CLEAs
mostraron la mayor y selectividad EPA/DHA.



Abstract

ii. ABSTRACT

The present work was focused on the design and production of cross-linked enzyme
aggregates (CLEAs) employing amino-containing polymers as cross-linkers. The enzyme was
covalently bound by the amide bond formation between carboxyl-activated groups of enzyme and
the amino groups of the cross-linkers. The free carboxyl groups of the enzyme were first
activated with carbodiimide (EDC)-succinimide (NHS) in organic medium, and then the
activated protein was cross-linked with different polyethyleneimines (PEIs). The lipase from
Candida rugosa (CRL) was selected as protein model. To our knowledge, this is the first report
of CLEAs produced by using amino-containing polymers as cross-linkers.

Acetonitrile was chosen as precipitant agent due to its lower denaturing effect on CRL. The
most important variables that govern the protein cross-linking based on the proposed mechanism
were identified: i) the water concentration in the reaction medium when it is an organic solvent,
ii) the pH when the cross-linking process is carried out in an aqueous medium, iii) the EDC-NHS
concentration, iv) the addition of bovine serum albumin (BSA), and v) the addition of trioctanoin
as bioimprinting substrate for the conservation and protection of the active-site pocket (the
addition of 0.28 mM trioctanoina provided 2-fold CLEAS activity).

In addition to CLEAs of CRL (CRL-CLEAs), CLEAs of other lipases, Candida antarctica
B (CALB) and Thermomyces lanuginosus (TLL), were prepared. All the biocatalysts showed 20-
26% of the activity found with the free enzyme. The highest activity found in the CRL-CLEAS
represented 15% of the initial lipase activity. The loss of activity during the cross-linking via
their carboxyl groups (carboxy-CLEAS) is related to the process of cross-linking the carboxyl
groups of the enzyme.

Once the general preparation procedure for CLEAs was established, the effect of the
preparation conditions on the catalytic properties of these biocatalysts was evaluated. The effect
of the cross-linker chain length, the amount of added BSA, and EDC-NHS concentrations on the
catalytic properties of resulting cross-linked enzyme aggregates (CLEAS) were investigated. The
CLEAs’ size, shape, specific activity, activity recovery, thermostability and enantioselectivity
significantly varied according to the preparation procedure. The most robust CLEAs were
obtained with 1.3 kDa polyethyleneimine as cross-linker, 10 mg of BSA and 28 mM of EDC-
NHS. This preparation was 1.3-fold more active and more thermostable than CLEAS prepared by

the traditional method of amino cross-linking with glutaraldehyde, and retained 60% of residual
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activity after 22 h at 50°C. Additionally, the CRL-CLEA preparation showed an
enantioselectivity of 91% enantiomeric excess (ee) in the resolution of (S)-mandelic acid.

As a complement of the present project, immobilized derivatives of CRL on agarose-based
supports were prepared; and then were compared against CRL-CLEAs. After the production of
all CRL-derivatives with or without support, their stability was evaluated. The most thermostable
derivative was the one immobilized on glyoxyl-agarose (glyoxyl-CRL) retaining 85% of residual
activity after 150 h under the tested conditions. Due to their stability against ethanol at 40%, the
more stable derivatives were the glutaraldehyde-cross-linked CLEA (amino-CLEA) and glyoxyl-
CRL (50 and 60% of residual activity after 97 h of treatment, respectively). Whilst, due to their
stability against cyclohexane at 50%, the more stable biocatalyst was the one immobilized on
naphthyl-agarose (naphthyl-CRL) (300% of residual activity after 100 h of treatment).

Afterwards, the carrier-free and carried-bond biocatalysts were tested in the resolution of
two enantiomeric substrates, (S)-1-phenylethanol and (R)-2-hydroxy-4-phenyl ethylbutyrate. By
mixing different immobilization protocols, chemical and physical modification of enzymes and
varied reaction conditions, the achievement of at least one high enantioselective biocatalyst (E >
20) in the tested resolutions were attained.

Finally, the biocatalysts were applied in the production of eicosapentaenoic acid (EPA) and
docosahexaenoic acid (DHA) during the sardine oil hydrolysis. In this application, the CRL-
CLEAs showed the highest EPA/DHA selectivity.
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Las enzimas tienen importantes aplicaciones biotecnologicas debido a que la biocatalisis
enzimatica juega un rol muy importante en una gran variedad de industrias como la energética, la
de alimentos y la quimica (Andualema & Gessesse, 2012; Ferreira-Dias et al., 2013; Hasan et
al., 2006). Sin embargo, para que su uso sea rentable a nivel industrial, se requiere que se
encuentren en un estado que permita su facil manejo, operacion, estabilidad y reutilizacion.
Dichos requerimientos se han podido solventar con diversas técnicas, entre ellas, la
inmovilizacion de enzimas (Adlercreutz, 2013; Brady & Jordaan, 2009; Hanefeld et al., 2009;
Palomo et al., 2007b; Stepankova et al., 2013). Los métodos de inmovilizacion que son libres de
soportes estan ganando cada vez mayor importancia debido a las ventajas que presentan (Cao et
al., 2003; Mateo et al., 2004; Roessl et al., 2010; Sheldon & Van Pelt, 2013; Talekar et al.,
2013).

Como alternativa al entrecruzamiento tradicional con glutaraldehido durante la preparacion
de CLEAs, se desarrolld6 una metodologia de inmovilizacion en donde se llevo a cabo el
entrecruzamiento de los grupos carboxilo activados de las enzimas con polimeros
multiaminados. Para ello, se selecciond a la lipasa de Candida rugosa (CRL) como enzima
modelo de estudio. Una vez establecidas las condiciones de preparacién de los CLEAS, se evalud
el efecto de diferentes condiciones de preparacion en las propiedades cataliticas y morfologicas
de los CLEAs.

Con fines comparativos, también se prepararon derivados inmovilizados de la CRL sobre
soportes persistentes de agarosa que permitieran diferentes orientaciones de la enzima sobre el
soporte. Asi mismo, se le realizaron distintas modificaciones quimicas y fisicas de todos los
derivados preparados con y sin soportes. Todos estos biocatalizadores fueron comparados entre
si. Para ello, primero se evalud su estabilidad frente a varias condiciones desestabilizantes.
Posteriormente, se estudid su enantioselectividad en la resolucion de dos sustratos
enantioméricos, el (S)-1-feniletanol, y el (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo. Durante esta
ltima aplicacion, también se evalud el efecto de la ingenieria del medio de reaccién en la
enantioselectividad de los biocatalizadores producidos. Como parte adicional a este trabajo,
todos los biocatalizadores preparados se probaron en la reaccion de hidrdlisis del aceite de
sardina para la produccion selectiva del &cido eicosapentaendico (EPA) y el &cido

docosahexaendico (DHA).
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2.1. Lipasas

Las lipasas (triacilglicerol éster hidrolasas, E.C. 3.1.1.3) y esterasas (éster hidrolasas E.C.
3.1.1.1) son enzimas clasificadas como carboxil éster hidrolasas ya que son capaces de romper
los enlaces éster presentes en una molécula al encontrarse en un medio acuoso (Fig. 1). Ambas
actuan sobre el mismo tipo de enlace, sin embargo, las esterasas hidrolizan solamente sustratos de
cadena corta que generalmente son solubles en agua, mientras que las lipasas también hidrolizan
sustratos insolubles generalmente moléculas de cadena larga como los triglicéridos que son sus
sustratos naturales (Bornscheuer & Kazlauskas, 2006c). Dependiendo de la enzima y del grado de
hidrolisis de los triglicéridos, los acidos grasos esterificados al esqueleto de glicerol se liberan

produciendo diglicéridos, monoglicéridos, acidos grasos libres y glicerol.

Tracilglicénido + 3 H,0

Lipasa (medio organico) || Lipasa (medio acuoso)

?HOH + H* ~O 0 n

CH,O0H /L/\/(\/\/)’\/\/\
H* O n

Glicerol 3 Acidos grasos

Figura 1. Hidrdlisis y sintesis de triacilglicéridos mediante lipasas (Sanchez, 2007).

En medios con solventes organicos, con bajo contenido de agua, estas enzimas pueden
catalizar la reaccion inversa, es decir la sintesis. Ejemplos de esto son las reacciones de
alcoholisis y transesterificacion a partir de alcoholes y ésteres, asi como la sintesis de ésteres a
partir de alcoholes y &cidos grasos libres (Kumar & Gross, 2000). También pueden catalizar
reacciones de interesterificacion y sintesis estereoespecifica de ésteres, asi como actuar sobre un
amplio rango de sustratos (Akoh et al., 2008).

Existen varios criterios para diferenciar una lipasa de una esterasa (Tabla 1); sin embargo,

s6lo uno de ellos es empleado actualmente para definir a una lipasa.
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Tabla 1. Diferencias entre lipasas y esterasas (Ali et al., 2012)

Criterio Esterasa Lipasa
Presencia de una Tienen una tapa cubriendo su
tapa anfipatica, sitio catalitico y presentan

No presentan activacion
interfacial

Activacion activacion al contacto con la
. : (Verger, 1997) . .
interfacial interfase aceite/agua
. Ester n r c .
Solubilidad de los steres d? cadg a corta Esteres insolubles o
solubles 6 parcialmente .
sustratos parcialmente solubles en agua
solubles en agua
Presentan actividad sobre
. No presentan actividad sobre sustratos de cadenas largas
Longitud de .
sustratos de cadenas largas. mayores a 10 carbonos. Sin
cadena de los ) o -/
Solo presentan actividad con embargo, también presentan
sustratos e
sustratos de cadena corta actividad sobre sustratos de

cadenas cortas

En un principio se habia establecido que las lipasas verdaderas eran aquellas que cumplian
con los primeros dos criterios de la tabla 1, es decir: 1) que presentaran el fendmeno llamado
“actividad interfacial”, esto es un incremento de su actividad en presencia de una interfase
lipido-agua (Sarda & Desnuelle, 1958), y 2) que presentaran una tapa cubriendo su sitio
catalitico (Brzozowski et al., 1991; Derewenda et al., 1992). En la actualidad se sabe que la
presencia de una tapa en la estructura de las lipasas no necesariamente esta relacionada con la
activacion interfacial (Verger, 1997). Existen lipasas que, a pesar de contar con una tapa
anfipatica que cubre sus sitios cataliticos, no presentan activacion interfacial; como ejemplo de
ellas estan las de Pseudomonas aerugunosa, Burkholderia glumae y Candida antarctica (Jaeger
& Reetz, 1998). También se han encontrado algunas lipasas, como la cutinasa de F. solani y la
lipasa de B. subtillis (Van Pouderoyen et al., 2001) que no presentan esta “tapa”.

Debido a estos hallazgos actualmente el mejor criterio para diferenciar una lipasa de una
esterasa es que las primeras presentan actividad tanto sobre ésteres de cadena corta asi como
triglicéridos de cadena larga, (usando como referencia la trioleina) mientras que las esterasas
solo tienen actividad sobre la parte soluble de ésteres de cadenas cortas (como referencia la
tributirina) (Jaeger et al., 1999; Verger, 1997) y no pueden llevar a cabo la hidrolisis de sustratos
de cadenas largas como la trioctanoina 6 el vinilaurato (Bornscheuer & Kazlauskas, 2006c). Con
esta diferencia establecida, una lipasa verdadera es una carboxilesterasa que cataliza la hidroélisis
y la sintesis de acilgliceroles de cadena larga, en donde se puede utilizar como estandar el
triglicérido de oleina (Ali et al., 2012; Chahiniana & Sarda, 2009; Jaeger & Eggert, 2002).
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2.1.1. Estructura

Las lipasas y las esterasas son serin hidrolasas. El patrén de plegamiento comin de todas
las lipasas es una estructura tridimensional de las o/p hidrolasas (Ollis et al., 1992). Consiste en
una hoja B central que cuenta con 8 hojas paralelas, exceptuando a la segunda que es anti
paralela. Las secciones 3 a 8 estdn conectadas por hélices a, las cuales estdn unidas a cada
lado de la hoja B central (Fig. 2). De acuerdo con estudios realizados por cristalografia de rayos
X se sabe que el sitio catalitico se localiza en el carboxilo terminal de la hoja B central, el cual
comprende a la triada catalitica: un residuo nucleofilo (Ser, Cys o Asp), un residuo acido (Asp o
Glu) y un residuo de histidina. Estos residuos ocurren en el mismo orden en todas las secuencias

de aminoé&cidos de las lipasas y las orientan en la misma manera tridimensional.

Asp

COO

A

Figura 2. Estructura del plegamiento de las a/f hidrolasas. En flechas azules se presentan las 8 laminas f, las a-
hélices en columnas rojas (Bornscheuer, 2002b).

En las lipasas bacterianas, el nucledfilo es el residuo de serina que se localiza en un motivo
altamente conservado (Gly-X-Ser-X-Gly). Este motivo forma parte de una hebra 3 seguida por
un giro rigido que contiene al residuo de serina y, en seguida, una hélice a. A este arreglo se le
conoce como -eSer-a (Derewenda & Sharp, 1993). Este arreglo estructural posiciona al residuo
nucleofilo en la superficie del sitio activo y permite acceder facilmente por un lado al residuo de
histidina y por el otro al sustrato. El segundo residuo catalitico (Asp) esta localizado en el asa
que conecta la hebra 37 con la hélice oE, mientras que la histidina, el tercer residuo catalitico, se

encuentra en un asa que sigue a la hebra 38 de la hoja central (Fig. 2).
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Otra caracteristica estructural encontrada en varias lipasas es el dominio correspondiente a
la “tapa” del sitio activo. Este generalmente consiste en una hélice corta de caracter anfipatico
que esta formada por un giro (Grochulski et al., 1994b) y una o dos hélices o ((Brzozowski et
al., 1991; Derewenda et al., 1992; Kim et al., 1997; Schrag et al., 1997). Se ha encontrado que
este dominio puede abrirse o cerrarse en presencia de una superficie hidréfoba, como ocurre con
la lipasa Rhizomucor miehei (RML), que al estar abierto deja expuesta a la triada catalitica, asi
como una gran superficie hidroéfoba de aproximadamente 750A% (Brockman et al., 1973) en la
que se encuentran principalmente doce aminoécidos: 1185, Trp88, 11e89, Leu92, Phe94, Val205,
Leu208, Phe213, Val254, Leu255, Leu258 y Leu267 (Brzozowski et al., 1991; Derewenda et al.,
1992). Estos aminoacidos estan altamente conservados de acuerdo con las alineaciones de
secuencia con otras lipasas conocidas, 1o que confirma su importancia funcional en la interaccion
con la interfase lipidica. La mayoria de las lipasas bacterianas también presentan un dominio
similar que cubre sus sitios activos (Jaeger et al., 1999).

2.1.2. Fuentes de obtencion

De acuerdo a su origen, las lipasas se pueden obtener de las siguientes fuentes (Akoh et al.,
2008):

o De origen animal: son lipasas provenientes de mamiferos (bovinos y porcinos,
principalmente) localizadas en érganos y tejidos como pancreas, corazon, cerebro, tejido adiposo
y sangre. Dentro de este tipo se encuentran lipasas que han sido ampliamente utilizadas en
sintesis organica, tales como: la lipasa pancreatica y gastrica humana y la porcina.

o De origen vegetal: estas lipasas provienen de semillas de oleaginosas. Son relativamente
especificas para los triacilgliceroles nativos de las especies de las que se aislaron. No han tenido
el mismo impacto que las provenientes de otras fuentes. Un ejemplo de éstas es la lipasa de
Carica papaya.

o De origen microbiano: estas lipasas provienen de bacterias, levaduras y hongos. Tienen
un gran interés debido a su uso biotecnoldgico, ambiental, farmacéutico y sus aplicaciones
industriales. Varian en especificidad, actividad especifica, estabilidad a diferentes rangos de
temperatura y otras propiedades. En general, son mas termoestables que las provenientes de
animales y vegetales. Dentro de las lipasas fungicas podemos encontrar a las provenientes de
levaduras como Candida rugosa (CRL), Candida antarctica B (CALB), Candida antarctica A
(CALA), Geotrichum candidum (GCL) y Yarrowia lypolitica (YLL), y de hongos filamentosos

como Thermomyces lanuginosus (TLL), Rhizomucor miehei (RML), Penicillium camemberti,
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Rhizopus oryzae (ROL), Aspergillus niger (ANL), Fusarium solani, entre otras. Dentro de las
lipasas de origen bacteriano se hallan las provenientes de Pseudomonas glumae, Burkholderia
cepacia 6 Pseudomonas cepacia (PCL), Pseudomonas pseudoalcaligens y Chromobacterium
viscosum (Akoh et al., 2008; Kirk & Christensen, 2002; Xu, 2000).

Actualmente podemos encontrar un gran nimero de lipasas disponibles comercialmente,
siendo Novo Nordisk (>50%), Genecor (35%) y Solvay las compafiias internacionales que las
producen en mayor cantidad (Akoh et al., 2008).

2.1.3. Usos en la industria

Las lipasas exhiben propiedades cataliticas especificas que las hacen muy atractivas para
aplicaciones biotecnoldgicas, particularmente en aquellas relacionadas con su regio- Yy
enantioselectividad (Kovac et al., 2000).

Las lipasas microbianas tienen una gran relevancia practica ya que se han encontrado
numerosas aplicaciones en industrias como la de alimentos, pieles, farmacos, cosmeéticos,
energética, etc. También han sido extensivamente usadas en la industria lactea para la hidrolisis
de grasa de leche. Se ha desarrollado un amplio rango de preparaciones de lipasas microbianas,
como las de RML, ANL y A. oryzae, para la industria de produccién de quesos, de jugos de
fruta, alimentos horneados y fermentacion de vegetales (Heidt et al.,, 1996). Son también
utilizadas en la sintesis de antioxidantes como el L-ascorbil laurato (Chang et al., 2009) que es
un &cido graso derivado del &cido ascérbico y puede ser ampliamente utilizado como un
antioxidante natural en el contenido lipido de productos alimenticios y cosméticos. Asi mismo,
se han utilizado las lipasas para la sintesis de monoésteres de fructosa utilizados como
emulsificantes para productos como mayonesas, cremas, salchichas y helados (Afach et al.,
2008). Las lipasas 1,3-especificas han mostrado un gran potencial para la preparacion de lipidos
estructurados, como los sustitutos de manteca de cacao (Bektas et al., 2008) y sustitutos de
lipidos de leche humana, Betapol® (Sahin et al., 2006; Yang et al., 2003). A su vez, se han
empleado para la modificacion de aceites ricos en acidos grasos poliinsaturados de alto valor
agregado, como el araquidonico, eicosapentaendico, docosahexaendico y algunos otros (Osborn
& Akoh, 2002; Speranza & Macedo, 2012). Se han reportado beneficios terapéuticos y
nutricionales en muchos de los acidos grasos n-3 poliinsaturados. En la industria farmacéutica,
las lipasas se han empleado para la preparacion y modificacion de farmacos; ejemplos de éstos
son los compuestos quirales como los antiinflamatorios, prostaglandinas, cefalosporinas,

penicilinas, entre otros (Casas-Godoy et al., 2012). Las lipasas también han mostrado ser activas
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en solventes organicos, esta propiedad les permite ser ampliamente utilizadas como
biocatalizadores en sintesis organica, ademas de que permiten la sintesis de intermediarios
enantioméricamente puros que son dificiles de obtener mediante procesos quimicos (Adlercreutz,
2013; Kovac et al., 2000; Sharma & Kanwar, 2014). Asi mismo las lipasas se han empleado para
la preparacion de combustibles a partir de fuentes renovables como el biodiesel (Christopher et
al., 2014). Entre otras importantes y prometedoras aplicaciones de las lipasas, se encuentra la
fabricacion de detergentes, en donde su principal accion es la remocion por hidrolisis del
material graso indeseado (Hasan et al., 2006), asi como también en el tratamiento de desechos
acuosos con alto contenido graso (Jurado et al., 2008).

2.1.4. Mecanismo catalitico

Las lipasas pueden llevar a cabo una gran variedad de reacciones en las que esta presente el
enlace éster; entre ellas podemos diferenciar las reacciones de sintesis y de hidrolisis. Las
primeras se favorecen en medios organicos, con baja actividad acuosa (Rendon et al., 2001).
Para cualquier reaccion existe un 6ptimo de actividad enzimatica a un valor especifico de a. Las
enzimas suspendidas en un solvente organico son menos activas que las enzimas disueltas en
agua (Bornscheuer & Kazlauskas, 2006a); sin embargo, las lipasas conservan su actividad en
medios organicos gracias a que establecen interacciones entre la fase inorganica y la regién
hidrofobica de la enzima, asi como entre sus residuos hidrofilicos y el agua, lo que permite a las
lipasas mantener una forma tridimensional estable y activa (Miller et al., 1991).

El mecanismo quimico de la hidrdlisis de lipidos catalizado por estas enzimas fue descrito
por Jaeger et al. (1999). Tanto la hidrolisis como la sintesis se llevan a cabo en varios pasos.
Primero, comienza con el ataque nucleofilico del 4tomo de oxigeno procedente del grupo
hidroxilo del residuo nucleofilico de serina al carbono del grupo carbonilo del enlace éster del
primer sustrato (Fig. 3). Con esto se da la formacion de un intermediario tetraédrico, que se
caracteriza por tener una carga negativa en el oxigeno del grupo carbonilo y gque es estabilizado
por interacciones con un macrodipolo producido por la hélice aC y por puentes de hidrogeno
entre el atomo de oxigeno del grupo carbonilo cargado negativamente y por lo menos con dos
grupos NH de la cadena principal (conocido como “cavidad oxianionica”). Uno de los grupos
NH proviene de un residuo que se encuentra detras de la serina nucleofilica y el otro del residuo
final de la hoja B3. El ataque nucleofilico de la serina es incrementado por una histidina
catalitica, a la que le es transferido el proton del grupo hidroxilo de la serina. Esta transferencia

es facilitada por la presencia de un acido catalitico que orienta el anillo imidazol de la histidina y
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neutraliza parcialmente la carga generada en él. A continuacién, este proton es donado al
oxigeno del enlace éster el cual se rompe de esta forma para formar al primer producto, que es un
alcohol en caso de ser la hidrolisis de un éster. En esta etapa, el componente &cido del sustrato es
esterificado por la serina nucleofilica (intermediario tetraédrico covalente), mientras se libera el
primer producto. La siguiente etapa continta con un paso de desacilacién, en la que un segundo
sustrato en caso de sintesis 6 una molécula de agua en el caso de hidrdlisis; hidroliza el
intermediario covalente. La histidina catalitica activa a esta molécula de agua o segundo sustrato
quitdndole un proton. El ion OH" resultante ataca al carbono carbonilo del grupo acilo unido
covalentemente a la serina. En este paso se vuelve a formar un intermediario tetraédrico
transitorio que es estabilizado por interacciones con la cavidad oxianionica. Posteriormente, la
histidina dona un proton al oxigeno del residuo activo de serina, el cual libera a su vez el
componente acilo, formando el segundo producto, que es un acido carboxilico cuando se trata de
la hidrolisis. Después de la difusion de este acido carboxilico la enzima queda lista para realizar

otra ronda de catalisis.

Sustrato 1
His224 & [cavidad
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Sustrato 2

Figura 3. Mecanismo de reaccion de la CALB. En la sintesis, la esterificacion o transesterificacion envuelve dos
estados de transicion, ET1 y ET2, y un intermediario acil enzima (Ottosson, 2001; Rotticci, 2000). En la hidrdlisis el
producto 1 es un alcohol, el producto 2 es un acido carboxilico y el sustrato 2 es el agua (Jaeger et al., 1999).
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Una de las ventajas de presentar actividad en medios organicos es la posibilidad de
cambiar la selectividad de las lipasas empleando diferentes solventes, a lo que se llama
ingenieria de solventes o ingenieria del medio (Bornscheuer & Kazlauskas, 2006a). Dentro de las
reacciones de sintesis, podemos encontrar a la esterificacion y la interesterificacion. La primera
ocurre cuando un alcohol y un acido carboxilico se unen para formar un éster, mientras que la
segunda es la reaccion de transferencia o intercambio de los grupos acilo entre un éster y un
alcohol, alcohdlisis; 6 entre un éster y un acido carboxilico, acidolisis; 6 entre un éster y otro
éster con diferentes sustituyentes, transesterificacion (Osborn & Akoh, 2002; Rousseau &
Marangoni, 2008; Willis & Marangoni, 2008).

La reaccion de hidrolisis se favorece cuando existe un exceso de agua (Klibanov, 1997), y
consiste en la descomposicion de un éster en una molécula de acido carboxilico y una de alcohol.
La hidrolisis lipolitica de triglicéridos emulsificados tiene una gran importancia practica que
representa una alternativa mas atractiva para la produccion de acidos grasos que su produccién
via sintesis quimica. Adicionalmente, las emulsiones de triglicéridos (aceite/agua) constituyen un
entorno en el cual las lipasas ejercen su actividad catalitica. El tratamiento de desechos acuosos
con alto contenido graso, asi como la eliminacion de grasas en procesos de lavado son
importantes y prometedoras aplicaciones de estas enzimas (Jurado et al., 2008).

Casi todas las lipasas tienen actividad en un amplio intervalo de pH y temperatura;
generalmente presentan actividad maxima a un pH entre 7 y 9 y a una temperatura de 30 a 60°C.
Se ha encontrado que su actividad Optima se obtiene en emulsiones donde se pueden obtener
elevadas areas superficiales del sustrato. Las lipasas no sélo son activas en emulsiones en fase
normal (aceite/agua), sino que también pueden presentar una mejor actividad en emulsiones
invertidas (agua/aceite) y en sistemas micelares inversos (micro-emulsiones). En la naturaleza,
las lipasas disponibles de diferentes fuentes presentan variaciones considerables en su
especificidad para ciertas reacciones. Esta propiedad es generalmente referida como
especificidad enzimatica, asi pues las lipasas presentan al menos cuatro tipos de especificidad:
regioselectividad, acilselectividad, enantioselectividad y quimoselectividad (Velasco-Lozano et
al., 2012).

2.1.5. Sitio de union del sustrato en lipasas

Mediante estructuras cristalinas de los estados de transicion del complejo inhibidor-enzima

obtenidas por rayos X se han identificado diferentes tipos de sitios de union para las porciones

acidas y alcoholicas de los ésteres. El sitio de unién de la fraccion alcohdlica es similar en todas
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las lipasas. Es una cavidad que contiene dos regiones: un hueco largo hidrofébico que se abre en
presencia de solventes y un hueco pequefio que mira hacia el piso de la cavidad. La forma de esta
cavidad modula la enantioselectividad de las lipasas hacia alcoholes secundarios. El sitio de
union para la fraccion &cida del éster varia considerablemente entere cada lipasa, encontrando
tres diferentes tipos de sitios de unién: 1) tipo embudo como las de la CALB y la PCL, las
lipasas pancreaticas de mamiferos y la cutinasa, 2) tipo cavidad hidrofébica en donde el sitio de
union se localiza cerca de la superficie de la proteina como las de la RML y la ROL; y 3) tipo
tanel largo, en donde se puede acomodar una molécula de longitud de hasta dieciocho carbonos,
como el que presenta la CRL. (Fig. 4). En los tres tipos de estructura el carbono o de la cadena
de acilo se une justo debajo de la region larga hidrofébica en donde se une la parte del alcohol.
Sustituyentes en el carbono o pueden extenderse en la cavidad hidrofébica (Bornscheuer &
Kazlauskas, 2006c).
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Figura 4. Forma del sitio de unidn al sustrato de tres diferentes lipasas. D, Asp; H, His y S, Ser. La direccion de la
vista esta indicada por una flecha. Los nimeros indican el acido graso de mayor longitud que permite completar la
cavidad dentro del sitio de unién (Pleiss et al., 1998).
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2.2. Quiralidad

En la naturaleza existen muchas moléculas quirales. Un objeto quiral se define como aquel
cuya imagen especular no se superpone. Ejemplos de este tipo de objetos son nuestros pares de
manos y pies. Las moléculas que tienen pares con este tipo de propiedades se llaman
enantiomeros (Fig. 5). Sin embargo, los enantiomeros presentan propiedades fisicas idénticas en

ambientes no quirales.

\\\_é;
=
I=

N,

s
=
2R\

A
by r

(R)-(+)-Limoneno (5)-(-)-Limoneno

Figura 5. Ejemplos de moléculas quirales. Las dos imagenes especulares en cada par son enantiomeros a los cuales
se les llama S o R. Los asteriscos marcan el estereocentro responsable de la asimetria de la molécula (Rotticci,
2000).

Los ambientes quirales son aquellos en los que una sustancia con enantiomeros presenta
diferencias funcionales especificas; tal es el caso del limoneno que genera diferentes respuestas
fisiologicas en nuestro cuerpo. El (S)-limoneno es percibido como una fragancia a limén,
mientras que el otro enantiomero, el (R)-limoneno, es percibido como una fragancia a naranja.
En el campo de los farmacos quirales, generalmente solo uno de los enantiomeros es el que
presenta actividad bioldgica, mientras que el otro no tiene ningin efecto en el cuerpo humano.
Tal es el caso del omeprazol, cuyo isomero S presenta gran capacidad para el tratamiento de la
Ulcera géastrica, mientras que el isbmero R no tiene ningun efecto. Sin embargo, existen
enantiémeros gque no solo son inactivos, sino que ademas son toxicos, como el (S)-etambutol que
es empleado para el tratamiento de la tuberculosis, mientras que el isomero R causa ceguera
(Ottoson, 2001). Debido a estas diferencias, el desarrollo de farmacos enantiopuros cada vez

tiene mayor interés y crecimiento en el mercado global (Fig. 6). Se espera que el mercado global
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de la tecnologia quiral aumente un 6.5% del afio 2011 al afio 2016, lo que representa un total de
7.2 billones de ddlares. Dentro de este mercado, la sintesis de compuestos quirales ocupa el

mayor campo, el cual proyecta alcanzar los 5.7 billones de dolares para el afio 2016.
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[ Sintesis quiral B Analisis quiral [0 Resolucion quiral

Figura 6. Mercado global de la tecnologia quiral (Shalini S., 2012).

2.2.1. Enantioselectividad

Muchas lipasas son capaces de diferenciar entre sustratos que contienen enantidmeros,
cuando se trata de sustratos quirales, e incluso diferenciar entre las posiciones sn-1 y sn-3 de
triglicéridos proquirales, estereoselectividad. La enantioselectividad y la estereoselectividad de
las lipasas ha permitido darles un gran nimero de aplicaciones en la preparacion de lipidos
estructurados, resolucion de mezclas racémicas y sintesis de compuestos Opticamente activos
(Klibanov, 2001). Por ejemplo, sélo la forma (S)- del éster metilico del acido 2-metilbutandico
(principal componente de sabor de las manzanas y fresas) tiene la caracteristica de ser un sabor
frutal. Se ha investigado la habilidad de numerosas lipasas para catalizar la sintesis selectiva
enantiomérica del éster metilico del acido (S)-2-metilbutandico, encontrando buenos resultados
para las lipasas de RML, ANL y Aspergillus javanicus (Kwon et al., 2000).

La pureza enantiomérica se describe con el exceso enantiomérico (ee) y puede ser

calculada de acuerdo a la ecuacion 1:

ce moles del enantiomero mayoritario — moles del enantiomero minoritario (Ec. 1)
= - C.
moles totales de ambos enantiomeros
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Para poder comparar los valores de ee en diferentes condiciones de reaccidn se requieren

los mismos niveles de conversion. Los enantibmeros son sustratos que compiten por el sitio

catalitico de la enzima y cuyas tasas de reaccion se pueden definir con la ecuacion 2:

F = (kcat/KMIR
(Kcat/Km)s

(Ec. 2)

La relacion de las constantes especificas (Keat/ Km)r/(Keat! Kim)s €s referida como la relacion

enantiomérica, E, la cual es independiente del grado de conversion. El valor E determina la

enantioselectividad de la reaccion ya que es una constante que mide la habilidad de una enzima

bajo determinadas condiciones de reaccion para distinguir entre enantiomeros, asi el valor E es

utilizado en vez de ee para describir la enantioselectividad de una reaccion (Chen et al., 1982).

Durante el curso de una resolucién enzimatica se puede apreciar que a bajos niveles de

conversion se tiene una mezcla casi racémica de sustratos, es decir un ees muy bajo, y

practicamente sélo se cataliza la conversion del enantiomero preferido, resultando en un gran

eep. En el caso de reacciones irreversibles, cuando la reaccion avanza la concentracion del

enantiomero preferido decrece, con lo que la concentracion del otro enantibmero se eleva

aumentando sus posibilidades de ser convertido, ees incrementa mientras que ee, disminuye (Fig.

7A) (Ottosson, 2001).

A) Reaccidn irreversible B) Eeaccidn reversible
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Figura 7. Gréfica de avance de reacciones enantioméricas, A) irreversible y B) reversible (Carrera & Riva, 2008).
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Sin embargo, cuando se trata de reacciones reversibles, al 50% de conversion se puede
obtener un gran ee de productos y sustratos, pero si se avanza en la reaccion, los productos
regresan a ser sustratos y de nuevo los ee disminuyen (Fig. 7B). La estimacion de E en un solo
punto de ees; 0 ee, a un solo valor de conversion es muchas veces poco confiable ya que a
menudo la determinacién del porcentaje de conversion carece de exactitud.

Existen tres ecuaciones que permiten calcular el valor de E. EI empleo de cada una de ellas
depende de los parametros de reaccién que se monitoreen. Durante una reaccion se puede
monitorear exceso enantiomérico de sustratos (ees), el exceso enantiomerico de productos (eep) y
el porcentaje de conversion (c). Sin embargo, no siempre se pueden monitorear los tres. Para
reacciones irreversibles, la ecuacion 3 introducida por Rakels (Rakels et al., 1993) permite
calcular el valor de E con mayor exactitud debido a que no involucra el porcentaje de conversion

el cual es mas complicado de medir que ambos ee:

1—335
n[1+ees/eep]
E = [ Trees ] (Ec. 3)

1+eeg/eep

Sin embargo, cuando no es posible monitorear ambos ee (sustratos y productos), se puede
emplear la ecuacion descrita por Chen et al. (1982) la cual permite calcular E a partir de la
conversion (c) y el ee, (Ec. 4). En la ecuacion anterior, el impacto del error en la estimacion de la
conversion tiene poco efecto en el valor de E cuando se determina a niveles bajos de conversion
(Rotticci, 2000).

_ ln[(l—c)(l—eep)]
N In[(1-c)(1+eep)]

(Ec. 4)

Un valor de E igual a 1, significa que se trata de una reaccion no especifica, cuando
obtenemos valores de 0 a 15, significa que no son adecuadas para propésitos practicos. Valores
de E entre 15 y 20 son moderadamente buenos, y cuando estan por encima de 30 son excelentes

para la sintesis (Bornscheuer & Kazlauskas, 2006b; Rotticci, 2000).
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2.2.2. Factores que modifican la enantioselectividad

La enantioselectividad de una reaccion enzimatica depende de las condiciones de reaccién
y también esta influenciada por la estructura del sustrato, el tipo de catalizador y el medio de
reaccion (Ottoson, 2001). En general, se puede ordenar a estos factores como se describe a
continuacion.
2.2.2.1. Tamano de los sustituyentes: Regla de Kazlauskas
Tamafo del grupo saliente 6 fraccion acilo.

Para los alcoholes secundarios: Una lipasa siempre resolverd mas rapidamente (mayor
Kea) un enantidmero en donde uno de los sustituyentes del estereocentro sea mas grande, por lo
que alcoholes secundarios con grupos similares en tamafio seran desfavorecidos (Fig. 8).
Aprovechando este hecho, varios investigadores han incrementado la enantioselectividad de
lipasas aumentando la longitud de la cadena de alguno de los sustituyentes del alcohol
secundario para hacer mas grande la diferencia de tamafios entre ellos (Gupta & Kazlauskas,
1993; Kazlauskas et al., 1991; Rotticci et al., 1997). Una estrategia similar logro revertir la
enantioselectividad convirtiendo el sustituyente mediano del medio en uno largo (Shimizu et al.,
1992). En general la enantioselectividad aumenta conforme lo hace la longitud de cadena del
grupo acilo, con excepcion de las cadenas muy largas (Rotticci, 2000). La CALB ha demostrado
ser la mas enantioselectiva sobre alcoholes secundarios, en contraste con la CRL, que no logra

estos resultados (Bornscheuer & Kazlauskas, 2006c¢).

Figura 8. Regla empirica para predecir cual enantiomero de un alcohol secundario
reaccionard mas rapido en una reaccién catalizada por lipasas. M, sustituyente de tamafio
mediano por ejemplo metilo; L, sustituyente de tamafio largo por ejemplo fenilo. En las
reacciones de acilacidon, el enantibmero mostrado es que el que reacciona mas rapido; en
reacciones de hidrdlisis, el éster del enantiomero mostrado reacciona mas répido
(Bornscheuer & Kazlauskas, 2006¢; Kovac et al., 2000).

Para alcoholes primarios: En general las lipasas presentan menor enantioselectividad
sobre alcoholes primarios que sobre alcoholes secundarios. Sélo las lipasas pancreéatica porcina
(PPL) y la PCL presentan gran enantioselectividad sobre alcoholes primarios (Bornscheuer &
Kazlauskas, 2006c¢). Para poder predecir la enantioselectividad de este tipo de sustratos, existe

una regla similar a la de Kazlauskas pero en sentido contrario (Weissfloch & Kazlauskas, 1995),
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es decir que el enantiomero favorecido en un alcohol primario seré el que posea el menor tamafio

de cadena en sus sustituyentes (Fig. 9).

HO
H \ Figura 9. Regla empirica para predecir la enantioselectividad de una lipasa sobre alcoholes
primarios quirales. Esta regla es confiable sdlo cuando el estereocentro carece de un dtomo de
@ oxigeno. M, sustituyente de tamafio mediano; L , sustituyente de tamafio largo (Kovac et al.,
2000).

La enantioselectividad opuesta sobre alcoholes primarios se puede atribuir a que el grupo
CH; extra introduce un pliegue entre el estereocentro y el oxigeno, con lo que ambos
sustituyentes, el mediano y el largo, se unen en la misma cavidad del sitio catalitico en ambos
casos. Esta regla no es confiable para alcoholes primarios con un oxigeno unido a su
estereocentro (Kovac et al., 2000). Desafortunadamente no se puede emplear la misma estrategia
de aumentar o disminuir el tamafio de los sustituyentes para aumentar la enantioselectividad, ya
que algunas veces afiadiendo sustituyentes mas largos la enantioselectividad aumenta (Lampe et
al., 1996), otras disminuye y algunas veces permanece sin cambios (Weissfloch & Kazlauskas,
1995).

Para triacilglicéridos: Siendo los triglicéridos los sustratos naturales de las lipasas, muchos
investigadores han estudiado la estereoselectividad de estas enzimas sobre ellos. La
estereoselectividad de las lipasas hacia los triglicéridos se basa en la habilidad que tienen éstas
para discriminar entre las posiciones sn-1y sn-3 (Fig. 10).

( posicion sn-1

CH,OAc Figura 10. Numeracion estereoquimica de los triglicéridos (Bornscheuer &
AcO H Kazlauskas, 2006¢).
CH,0Ac

A posicion sn-3

La estereoespecificidad sobre las posiciones sn-1 y sn-3 varia entre diferentes lipasas y
triglicéridos. En general, las que presentan mayor especificidad sobre la posicion sn-1 son las
provenientes de Pseudomonas sp., y la RML; mientras que la lipasa gastrica humana presenta

mayor especificidad sobre la posicion sn-3. Del mismo modo existen lipasas que no presentan
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preferencia sobre alguna de las dos posiciones, como las de la CRL y la PPL (Rogalska et al.,
1993). La selectividad sobre este tipo de sustratos también puede variar con la tension interfacial.
Los grupos sustituyentes presentes en la posicion sn-2 de los triglicéridos juegan un papel
decisivo en el reconocimiento quiral de las lipasas (Kovac et al., 2000). Esto se debe al grado de
torsion de la molécula con cada sustituyente, asi (Holzwarth et al., 1997) demostraron que la
ROL tiene mayor preferencia sobre la posicion sn-1 cuando el angulo de torsion del glicerol es

>150°, mientras que si es <150° la lipasa se vuelve sn-3 selectiva.

Para &cidos carboxilicos con estereocentros en la posicion «: Para este tipo de sustratos la
lipasa que presenta mayor enantioselectividad es la CRL, mientras que la CALB es muy poco
enantioselectiva, caso contrario a los resultados obtenidos con alcoholes secundarios. Existe una
regla empirica que puede explicar y predecir el enantiomero mas favorecido cuando se trata de
acidos carboxilicos (Fig. 11).

OOH

)

CRL, L, sustituyente largo; M, sustituyente mediano (Ahmed et al., 1994; Franssen et al.,

Figura 11. Regla para predecir el enantiomero favorecido en &cidos carboxilicos con la i
I___.-"
1996).

La estructura de rayos X de la CRL sugiere que el sustituyente largo, L, se une al sitio en
forma de tanel, mientras que el estereocentro se encuentra en la boca de este tunel (Botta et al.,
1997; Holmquist et al., 1996). Existen algunas excepciones que surgen cuando el sustituyente
largo es excesivamente ramificado y no puede embonar bien a lo largo del tunel, por lo que un

modo alternativo de unidn con el sustrato fuera del tanel favorece al enantiomero opuesto.

Para dcidos carboxilicos con estereocentros en la posicion [: En este tipo de sustratos el
estereocentro se encuentra mas lejos, y una gran cantidad de lipasas pueden catalizar este tipo de
compuestos con gran enantioselectividad (Bornscheuer & Kazlauskas, 2006c¢).
2.2.2.2. Estructura del sustrato: Impedimentos estéricos

Los impedimentos estéricos son los factores mas importantes en la enantioselectividad de
las lipasas; sin embargo, los efectos electronicos también contribuyen (Bornscheuer &
Kazlauskas, 2006c).

El trabajo de Cygler (Cygler et al., 1994) permitio mostrar los sitios de union de los dos

enantiomeros del mentol en la CRL. En la catalisis de ambos enantiomeros (el lento y el rapido)
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se pudo observar que la lipasa unia el sustituyente méas largo del mentol a la cavidad mas larga
de las dos que presenta su sitio catalitico; mientras que el sustituyente mediano siempre era
unido a la cavidad pequefia del sitio catalitico; es decir que en cuanto a Km (constante de
afinidad enzima sustrato) no se encontraban muchas diferencias entre los enantiémeros; sin
embargo lo que los diferenciaba eran sus tasas de reacciéon Kcat.

La mayor conversion de uno u otro de los dos enantiomeros del mentol, se debia a que
cuando el enantiomero S se acoplaba al sitio catalitico, el oxigeno nucleofilico del mentol se
orienta hacia la histidina 449 catalitica formando un puente de hidrégeno, mientras que el
enantiomero R no permite la formacion de este puente de hidrdégeno ya que el oxigeno queda
orientado en direccion contraria. El tipo de unidn enzima sustrato de la CRL, que es una lipasa
larga con un peso molecular de 60 kDa, sugiere que existen diferentes modos de unir a las
moléculas de los sustratos enantioméricos (Holmquist et al., 1996), es decir, que un mismo
sustrato enantiomérico puede adoptar diferentes orientaciones al momento de unirse con el sitio
catalitico, resultando en tipos diferentes de union (Fig. 12). EIl hecho de que los enantiémeros de
un sustrato quiral puedan orientarse y unirse diferentemente al sitio activo de la lipasa, permite la
adaptacion de la enantioselectividad e incluso modular la preferencia enantiomérica de estas
enzimas (Berglund, 2001). Esto puede ser logrado mediante ingenieria de las moléculas de

sustrato basada en experimentos de modelado molecular.

‘ enantiomero S enantiomero R

Tanel del sitio activo

Modo N CHy [ cemeemmmmmeT T
o | (RSN g o) A

Cataliticamente no productivo

Modo I he o L G“W/H a9

Figura 12. Modos de union al sitio catalitico de la CRL para los enantidmeros del 1-heptil-2-metildecanoato
(R=butilo) sugeridos por modelamiento molecular (Holmquist et al., 1996). EI tGnel del sitio de unién se muestra
esquematicamente. La estrategia desarrollada para lograr invertir la preferencia enantiomérica envuelve el empleo
de una cadena de acilo, R, mas voluminosa, la cual dirige al enantiémero S hacia su forma de union lenta (Berglund,
2001).
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Uno de los modos de reactante lento del enantibmero R es un modo no productivo ya que
el grupo metilo del sustrato distorsiona al residuo de histidina del sitio catalitico. El reactante
rapido del enantiomero S formando un complejo con la enzima se puede predecir por modelado
siendo el complejo con menor energia, de acuerdo con datos experimentales. Este hecho sugiere
que si se emplea un enfoque de ingenieria de sustrato para bloguear su forma coordinada con el
tanel del sitio activo, la lipasa podra invertir su preferencia enantiomérica ya que el enantiomero
S cambiara su forma del modo répido hacia el modo lento de unién. Una prueba de lo anterior, se
logré con la CRL llevando a cabo la hidrélisis de dos sustratos analogos, en los cuales se
cambiaba el sustituyente de la cadena de acilo. En el primero, se colocd un grupo tienilo, y en el
segundo una cadena lineal (Fig. 13). El primero se esperaba que estuviera estéricamente muy
impedido para poder acomodar la cadena de acilo en el tinel del sitio catalitico, y el segundo si
logré acomodarse en el tanel, lo que hizo revertir la enantioselectividad (Berglund et al., 1998).

0]
R= L) M
i 9_/ S R 2 OH
R /\\_\ CRL oo -
\NYU\O H,0, pH 8.0 46.1% ee
CHa T
R = CH;(CHy)s /\/\N\I)J\

13.9% ee

Figura 13. Hidrdlisis de ésteres de etilo analogos catalizados por la CRL, se invirti6 la enantioselectividad
induciéndola con un grupo tienilo voluminoso (Berglund et al., 1998).

El mismo efecto anterior se demostr6 con la TLL, que tiene un peso de 30 kDa y que a
diferencia de la CRL su sitio catalitico es de forma de una superficie larga o hueco hidrofébico
(Fig. 14). Para que el sustituyente R=CH3 del enantiomero Syspido S€ Una al hueco hidrofobico, se

requiere que éste sustituyente R=CHg; sea mas hidrofdébico que el anillo fendlico.
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enantiomero R enantiomero §

Cavidad del sitio active Q
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Modo O., ~ R P
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Figura 14. Modos de union al sitio catalitico de la TLL del etil-2-fenoxipropanoato (R=CHs) obtenidos por
modelado molecular (Berglund et al., 1999). La estrategia para invertir la enantioselectividad envuelve un grupo
alquilo, R, mas voluminoso, el cual es mas ventajoso en términos de energia de unién proporcionado por la cavidad
hidrofébica del sitio catalitico.

Para demostrar este fendbmeno, se llevo a cabo la hidrdlisis de dos sustratos analogos los
cuales se diferenciaron en su grupo R, el primero tenia un grupo R=CHjs (menos hidrofébico que
el anillo bencilico), y el segundo R=CH3(CH,)s (mas hidrofobico que el anillo bencilico). Se
esperaba que el segundo sustituyente interactuara mas con la superficie hidrofébica del sitio
catalitico de la TLL que el primero. Esta mayor interaccion revertiria la enantioselectividad, ya
que para que la forma del isdbmero Ryspido S€ UNa al hueco hidrofobico de la enzima, es necesario
que el anillo bencilico se una al hueco hidrofébico; mientras que al no estar unido el anillo

bencilico sino el grupo sustituyente R=CH3(CH>), la unién se va a la forma del enantiomero
Srapido (Fig. 15).

=CH ©/\I)L°H

3

O\I)OL /’I-lfl.-lj_’ E=13
P

R = CHa(CHa)s @0\:)"\
R p=356

Figura 15. Hidrdlisis ésteres de etilo analogos catalizada por la TLL, que muestran la inversion de la preferencia
enantiomérica inducida por la voluminosa cadena de acilo hidrofébica (Berglund et al., 1999).
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2.2.2.3. Actividad termodinamica del agua

La cantidad de agua en el medio de reaccion determina la actividad termodindmica del
agua y esta a su vez influye fuertemente en la tasa de reaccion, y en menor medida en la
enantioselectividad en reacciones enzimaticas en solventes orgéanicos. Los solventes polares
requieren tipicamente de 1-3% de agua afiadida para una actividad 6ptima, mientras que los
solventes no polares requieren solo de 0.05-1% de agua afadida. Las enzimas requieren esta
minima cantidad de agua para mantener su estructura y flexibilidad (Broos et al., 1995; Rupley
et al., 1983).

El contenido de agua puede medirse con una titulacion tipo Karl-Fischer, sin embargo, se
sabe desde hace tiempo que la actividad de agua (aw) es una mejor medida de ésta,
especialmente cuando se trabaja en diferentes condiciones de reaccion. Los solventes polares
requieren de mayor adicién de agua que los solventes no polares debido a que los solventes
polares compiten con la lipasa por el agua disponible. Para poder controlar la actividad acuosa en
una reaccion, se pueden afadir pares de sales, particulas de silica gel, tamices moleculares, etc.

La actividad de agua también influye en la enantioselectividad de las reacciones
catalizadas por lipasas, sin embargo, no lo hace de la misma manera. El efecto que tiene varia
con los solventes empleados, también dependiendo si la fraccién quiral del sustrato esta en su
parte del donador de acilo o en la parte alcoholica. En la resolucion de los &cidos 2-metil
alcandicos con la CRL (Fig. 16) la enantioselectividad fue més alta a mayores valores de aw
(Berglund et al., 1994; Hogberg et al., 1993). Sin embargo, en la resolucion de varios alcoholes
secundarios, la actividad de agua tiene muy poco efecto sobre la enantioselectividad de la CALB
(Hansen et al., 1995; Orrenius et al., 1995) 6 la PCL (Bovara et al., 1993).

CRL

ciclohexano
pares de sales

COOH ; CO0n-C,aH- COOH
i + 1-CyaHas0H hidratados _.T__ 1; 28 =
n-CeHys™ ™ a, E nCeHys™ ™ n-CeHys™
=in control 7
0.15 23
0.76 95

Figura 16. Resolucion del acido 2-metil alcandico con la CRL a diferentes ay (Berglund et al., 1994).

Para poder comparar el efecto de un disolvente en la enantioselectividad, es necesario
Ilevar a cabo la comparacion en las mismas condiciones de actividad de agua en los diferentes

solventes; esto se debe a que la tasa de reaccion enzimatica depende, en gran medida, de la
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cantidad de agua disponible en el medio. Sin embargo, al momento de relacionar la
enantioselectividad con el ay encontramos casos en donde al disminuir 0 aumentar ay disminuye
E, y otros en donde al disminuir o aumentar aw E aumenta, y otros en donde disminuir o
aumentar aw no afecta E (Fig. 17). Este efecto puede explicarse por el efecto cinético tomando
en cuenta los residuos del estereocentro en la parte alcoholica de un sustrato o en su parte del
grupo acilo. El agua es un nucle6filo competitivo para el intermediario acil-enzima, se encuentra
participando en un paso enantioselectivo de la reaccion si la parte del grupo acilo de la acil-
enzima es quiral (Berglund & Hult, 2000). Esto sugiere que al alterar el ay conduce a alterar la

enantioselectividad so6lo en los casos en donde el sustrato cuente con una parte acilo quiral.

Enantioselectividad

0 0.2 0.4 0.6 0.3 1

Actividad acuosa

Figura 17. Efecto de la actividad de agua en la enantioselectividad para la esterificacion del &cido fenilpropiénico
(50 mM) con 1-heptanol (100 mM) en hexano. La enantioselectividad esta definida como (S/R) para la CRL
(circulos oscuros), la ROL (cuadrados) y como (R/S) para la CALB (circulos claros) (Modificado de (Persson et al.,
2002)).

2.2.2.4. Temperatura

Disminuir la temperatura puede aumentar el valor de E (Sakai et al., 1997). Sakai et al.
(1997) incrementaron E=17 a 30°C hasta E= 84-99 a -40°C, de la PCL en la acetilacion del dietil
éter. Mas adelante, el mismo grupo de trabajo estudio el efecto de la temperatura en la resolucion
de 5 alcoholes (primarios y secundarios) con la PCL y encontraron que en todos los casos, al
disminuir la temperatura aumentaba la enantioselectividad (Fig. 18), sin embargo, las tasas de

reaccion se veian seriamente disminuidas a estas temperaturas (Sakai, 2004).
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Figura 18. Efecto de la temperatura sobre la enantioselectividad en la resolucién de alcoholes catalizadas por la
PCL (Sakai, 2004).

No obstante, existen casos en donde aumentar la temperatura también puede incrementar el
valor de E. Yasufuku y Ueji (1997) (Yasufuku & Ueji, 1997) lograron aumentar un E=5 a 10°C,
hasta un E=33 a 57°C con la CRL en la reaccion del acido 2-fenoxipropionico.

2.2.2.5. Aditivos presentes en el medio de reaccion

Se ha observado que el empleo de agentes surfactantes como los detergentes han mejorado
la enantioselectividad de la mayoria de algunas reacciones catalizadas por lipasas (Fig. 19)
(Theil, 2000). Sin embargo, algunos autores reportan una disminucion de la enantioselectividad
al emplear Triton X-100 (Salgin & Takag, 2007).

)\/{:\é\ CCL, pH7.2 /L/X /]\ %

» . + -

= "COR A “COH =TT NcoR
(R) ()

Triton X-100
rac
R Aditivo Conversion E
Ninguno 0.47 12
Triton X-100 .49 55
Et Ninguno 0.46 14
Et Triton X-100 0.49 156

Figura 19. Efecto del Triton X-100 (2%) en la enantioselectividad de la resolucion de ésteres alquilicos del acido
tans-crisantémico catalizada por la lipasa de Candida cilyndracea (CCL) (Rao et al., 1994).

Del mismo modo, se ha observado que otros aditivos como los éteres ciclicos,

particularmente el tio éter ciclico, mejora la reactividad y la selectividad de la PCL en la sintesis
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enantioselectividad de ésteres carboxilicos. Como es el caso de la transesterificacion con

alcoholes alilicos racémicos usando una gran variedad de ésteres vinilicos (Fig. 20).

PCL
Ph/\)\/// —_ . Ph/\/]\-’/ NN
S S
- A e T
S S
/

Figura 20. Sintesis enantioselectiva de ésteres carboxilicos en presencia de tio éter ciclico (Takagi et al., 1997;
Takagi et al., 1996).

En la tabla 2 se puede observar como en la mayoria de los casos la adicion de tio éter
ciclico incrementa por mucho el valor de E. Algunos otros macrociclos han sido investigados y

han mostrado casi no tener influencia en la selectividad de la reaccion.

Tabla 2. Resolucion cinética del alcohol alilico racémico con ésteres vinilicos catalizada
por la PCL en presencia de 5% de tio éter ciclico (Takagi et al., 1997; Takagi et al., 1996).

R Solvente Aditivo E
Me Hexano Ninguno 105
Me Hexano Tio éter ciclico 407
Me i-Pr,0 Ninguno 305
Me i-Pr,0O Tio éter ciclico >1200
Et i-Pr,0 Ninguno 21
Et i-Pr,0O Tio éter ciclico 40
n-CsH11 i-Pr,O Ninguno 8
n-CsHqp i-Pr,0O Tio éter ciclico 169
N-C13Ho7 i-Pr,O Ninguno 500
n-Ci3Hy7 i-Pr,0 Tio éter ciclico 129

i-Pr,O: diisopropil éter

Los autores atribuyen este efecto a la formacion de un complejo entre el alcohol alilico
racémico y el tio éter ciclico, que modifica las propiedades del sustrato.
2.2.2.6. Concentracion del sustrato

Debido a que las reacciones de esterificacion catalizadas por lipasas en medio organico son
reversibles, es comin usar un exceso de uno de los sustratos para desplazar la posicién del
equilibrio hacia la formacion de productos. De esta manera, al aumentar la concentracion de uno

de los sustratos, se logra desplazar el equilibrio quimico hacia la formacion de productos y por lo
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tanto esto resulta en un aumento del ee a altas tasas de conversion (Tabla 3); sin embargo, para
algunos alcoholes y acidos cuando se emplea la CRL se han reportado varios casos en donde al

aumentar la concentracion de uno de los sustratos se obtienen menores ee.

Tabla 3. Efecto de la concentracion de alcohol en la enantioselectividad de la reaccion de
esterificacion de acidos quirales catalizada por la CRL (Berglund et al., 1995; Wu & Liu, 2000).

Acido Conc. acido Alcohol Conc. alcohol E
(mM) (mM)

thﬁﬁﬁﬁfhffhrcng1 150 B e 900 372
150 150 70

150 90 83?

150 O e e P, 900 67°

f‘“v"‘f’“—ﬁrm"" 150 150 90°

150 90 1002

50 100 50°

mmm 50 iy 50 90"

50 10 375"

50 1 350"

Reaccion en ciclohexano. "Reaccion en isooctano

El sitio de unién con el sustrato de la CRL presenta la forma de un tinel que se extiende
desde el sitio de reaccion hacia el interior de la enzima. Basandose en la estructura de rayos-X
del complejo enzima-inhibidor, este tunel ha sido sugerido como el sitio de unién de la parte
acilo del sustrato (Grochulski et al., 1994a). Sin embargo, para dar una explicacion a nivel
molecular, para los datos observados en la tabla 3, un estudio de modelamiento molecular revel6
dos posibles formas de unir el éster del acido 2-metildecandico al sitio activo de la CRL
(Grochulski et al., 1994a; Heffner & Norin, 1999; Holmquist et al., 1996). En contraste con el
enantiomero que reacciona mas rapido, el enantiomero mas lento deja el tanel vacio. Por lo tanto
sugiere que el alcohol se coordina con el tunel e inhibe al enantiomero mas rapido y no al
enantiomero mas lento. Por lo tanto, a concentraciones mayores de alcohol se puede disminuir la
enantioselectividad. Las generalidades de este comportamiento para otras lipasas son adn
desconocidas. Sin embargo, las moléculas de sustratos enantioméricos se unen en diferentes
conformaciones en varias enzimas. Por lo tanto, se puede esperar que las tasas de reaccion

individuales sean influenciadas de manera diferente por un segundo sustrato no quiral y que el
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fendmeno de inhibicion enantiomérica no sea limitado sélo para enzimas que tengan un sitio de
unién tipo tanel como la CRL (Berglund, 2001).
2.2.2.7. Solventes

El grupo de Klibanov propuso que cambios en la solvatacion del complejo enzima sustrato
afectan la enantioselectividad (Ke et al., 1996; Rubio et al., 1991). En este caso se trato de hacer
una correlacion con el valor de log P (el logaritmo del coeficiente de particion entre el n-octanol
y el agua, valores menores a 2 incluyen solventes polares como el metanol, acetona, piridina y
éter dietilico; valores de log P entre 2 y 4 son para solventes como el n-octanol, tolueno y n-
hexano; valores de log P mayores a 4 son para solventes no polares como n-decano y el
difeniléter). Para estimar la diferencia en solvatacién, los autores usaron el valor de log P de cada
solvente y encontraron una buena correlacién con la enantioselectividad, sin embargo existen
varios casos reportados que no cumplen con este supuesto, por lo que el valor de log P no puede
predecir con exactitud el comportamiento de la enantioselectividad.

Varios investigadores sugieren que los solventes cambian la conformacion del sitio activo
por unioén o por cercania a ellos (Fitzpatrick et al., 1993; Yennawar et al., 1995). Gracias a la
cristalografia de rayos X, pudieron identificar las moléculas de solventes como hexano y
acetonitrilo unidas al sitio activo de una proteasa. Incluso solventes enantioméricos como la (S) y
(R)-carbona modifican en un factor de hasta 8 veces la enantioselectividad de algunas lipasas
como las CRL, RML y PSL (Ottolina et al., 1994).
2.2.2.8. Conformacién tridimensional del sitio catalitico y de la estructura enzimaética

Aunado a la ingenieria del medio de reaccion, la ingenieria del biocatalizador ha sido
ampliamente empleada para la mejora de la enantioselectividad (Bornscheuer, 2002a; Kourist et
al., 2010; Mateo et al., 2007b; Palomo, 2009). Dentro de este tipo de modificaciones
encontramos dos grandes grupos: 1) la ingenieria conformacional, y 2) la ingenieria genética. El
primero se basa en la modificacion de la conformacion del sitio catalitico mediante la
inmovilizacion de enzimas. Gracias al disefio de una gran variedad de soportes y técnicas de
inmovilizacion, se ha logrado la obtencion de biocatalizadores con una enantioselectividad
mejorada. Las diversas metodologias de inmovilizacion permiten la obtencion de
biocatalizadores que presentan selectividad diferente a la de la enzima nativa ya que modifican la
rigidez y conformacion del sitio catalitico, asi como el microambiente que rodea a la enzima
(Rodrigues et al., 2013). Por otro lado, la ingenieria genética también permite la modificacion de

la estructura y conformacion de la enzima y su sitio catalitico. Sin embargo, dichos cambios se
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logran mediante la produccién de enzimas a las que se les ha modificado su estructura primaria
(Reetz, 2006). Estas modificaciones se han realizado via mutagénesis aleatoria y/6 mutagénesis
dirigida. Dada la gran cantidad de mutantes resultantes de la modificacion aleatoria, el disefio
racional de este tipo de biocatalizadores esta teniendo cada vez mayor importancia (Braiuca et
al., 2006; Illanes et al., 2012; Otten et al., 2010).

2.3. Inmovilizacion de enzimas

Las enzimas tienen un gran campo de importantes aplicaciones biotecnoldgicas
(Bornscheuer et al., 2012; Schmid et al., 2001), sin embargo, para que su uso sea rentable a nivel
industrial, se requiere que se encuentren en un estado que permita su facil manejo, operacion,
estabilidad y reutilizacion (Bommarius & Paye, 2013). Con este fin, la inmovilizacion de
enzimas a surgido como herramienta para adecuar a las enzimas a este tipo de procesos
(Adlercreutz, 2013; Hanefeld et al., 2009; Sheldon, 2007b).

La inmovilizacion esta definida como el confinamiento de enzimas fisicamente localizadas
en una region definida del espacio, que retienen su actividad catalitica, pudiendo ser usadas
repetida y continuamente (Guisan, 2006). Sin embargo, la inmovilizacion de enzimas debe
cumplir con otros criterios para lograr la obtencion de biocatalizadores robustos.

Los principales objetivos de la inmovilizacion se basan en la obtencion de enzimas
robustas (Tabla 4), es decir que cumplan con sus requerimientos no cataliticos (RNC), que son
los que no tienen que ver con el sitio catalitico como la forma, tamafio, grosor, longitud, etc. que
permiten su mejor aplicacion y reutilizacién; y los requerimientos cataliticos (RC), que son los
que estan ligados a las propiedades cataliticas como los perfiles de actividad, selectividad,
estabilidad, pH, temperatura, etc. (Cao, 2006d).

Existen dos estrategias para obtener enzimas robustas: 1) Disefiar procesos a partir de
enzimas inmovilizadas disponibles, y 2) Disefiar enzimas inmovilizadas alrededor de los
procesos disponibles. La segunda alternativa ha sido la mas empleada (Cao, 2006d). A pesar de
que hoy en dia se cuenta con numerosas técnicas de inmovilizacién, aun no se han elucidado
todas las bases fisicoquimicas de este fendomeno (Hanefeld et al., 2009; Stepankova et al., 2013).
Por ello, actualmente se sigue fomentando la investigacion enfocada hacia la comprension y
desarrollo de este tipo de técnicas que han presentado numerosas ventajas tecnoldgicas (Sheldon
& Van Pelt, 2013).
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Tabla 4. Criterios para la obtencion de enzimas inmovilizadas robustas (Cao et al., 2003).

Parametro Requerimiento Beneficio
Funciones no Forma y tamafio adecuados Facilita separacion, facil control de
cataliticas Fabricacion sencilla reaccion
Alta estabilidad mecanica Flexibilidad del disefio del reactor
Pocos cambios en la estructura interna
Alta estabilidad quimica No descomposicion en la catélisis
solida, no contaminacion
Funciones Alta actividad volumétrica Alta productividad y rendimiento
cataliticas (U/g) tiempo-espacio
Alta selectividad Menores reacciones alternas, facil
separacion del producto, menos
Amplia selectividad del contaminaciones
sustrato Tolerancia a variaciones estructurales
Estabilidad en solventes del sustrato
organicos Cambiar el equilibrio de reaccion con el
uso de solventes organicos
Termoestabilidad Reduccion del tiempo de reaccion
aumentando temperatura
Estabilidad operacional Rentable para la produccion de un
Estabilidad conformacional compuesto
Modulacion de las propiedades de la
enzima
Enzimas Reciclable Menor impacto en el costo del producto
inmovilizadas Amplia aplicacion Tolerancia a variaciones del proceso

Reproducible
Disefio rapido y sencillo

Garantiza la calidad del producto
Réapido acomodo en el proceso
productivo

Consideracion
es econdmicas
y ecoldgicas

Bajo volumen
Facil eliminacion
Disefio racional
Seguro de usar

Menor costo de manipulacion
Menor dafio al medio ambiente
Evita selecciones laboriosas
Satisfacer las normas de seguridad

Derechos de
propiedad
intelectual

Innovador
Atractivo
Comepetitivo

Proteccion de los derechos de autor
Concesion de licencias
Fortalecimiento de su posicién en el
mercado

La inmovilizacion de enzimas afecta su conformacion, rigidez y estado de agregacion,

motivo por el cual su reactividad y enantioselectividad se ven modificadas (Palomo et al.,

2002a). Gracias a esto la inmovilizacion surge como estrategia para modular la selectividad de

las enzimas.
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Dentro de las ventajas obtenidas con la inmovilizacion de enzimas, se pueden destacar: 1)
El aumento de la estabilidad, como lo es la resistencia a altas temperaturas, condiciones de pH
extremo, concentraciones altas de sustratos, estabilidad en solventes, agitacion mecanica, etc., 2)
La posibilidad de reutilizacion, 3) EI aumento de la actividad, y 4) El aumento y modulacién de
la selectividad, como lo son la regio-, acilo-, quimo- y enantioselectividad (Brady & Jordaan,
2009; Cao et al., 2003; Hanefeld et al., 2009; Palomo et al., 2007b).
2.3.1. Tipos de inmovilizacion

Existen diferentes tipos de inmovilizacion de enzimas que de acuerdo al tipo de interaccion
entre el soporte y la proteina se pueden clasificar de la siguiente manera:
A) Métodos del tipo interaccion fisica: la enzima no sufre modificaciones estructurales ya
que queda retenida fisicamente por la estructura del soporte.
B) Métodos del tipo interaccion quimica: la enzima sufre modificaciones estructurales ya
que queda retenida en la superficie y/o en el interior del soporte 0 insolubilizada mediante
enlaces covalentes que modifican su conformacion, rigidez y estado de agregacion (Palomo et
al., 2002a).

A continuacion se presentan algunos ejemplos de cada uno de estos métodos.

2.3.1.1. Adsorcion
Este método de inmovilizacion por interaccion fisica se basa en las fuerzas de interaccion que se
pueden establecer entre una superficie o soporte y la enzima, son reversibles y no covalentes
(Fig. 21 A). Dentro del tipo de interacciones que se han empleado estan: 1) la interaccion fisica
no especifica en la que la enzima es adsorbida via fuerzas no especificas como las de van der
Waals y puentes de hidrégeno, 2) adsorcién bioespecifica, 3) interacciones electrostaticas y
enlaces idnicos, asi como también 4) interacciones hidrofébicas (Cao, 2006a).
2.3.1.2. Atrapamiento
Es un método que se define como el proceso por el cual las enzimas quedan embebidas en una
matriz ya sea fisica 0 quimicamente y es logrado tipicamente empleando redes de polimeros
como polimeros organicos o sol-gel y usualmente realizado in situ (Sheldon, 2007a) (Fig. 21 B).
Las moléculas de enzima pueden ser embebidas fisica o covalentemente a la matriz, por lo que
este tipo de inmovilizacion cuando es covalente se puede clasificar como atrapamiento quimico
(Cao, 2006¢). El atrapamiento protege enzimas previniendo el contacto directo con el medio

ambiente, de tal modo se minimizan los efectos de burbujas de aire, agitacion mecénica y
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solventes hidrofobicos, pero tiene limitaciones en cuanto a transferencia de masa y baja carga
enzimatica (Lalonde & Margolin, 2002).

2.3.1.3. Encapsulacién

Este tipo de inmovilizacion por interaccion fisica consiste en la formacion de una membrana que
ofrece una barrera fisica alrededor de la preparacién enzimatica (Fig. 21 C). Brinda proteccion al
medio ambiente, sin embargo tiende a tener bajas transferencias de masa. Con este objetivo se
han desarrollado capsulas de alginatos (Lee et al., 1993), carboximetil celulosa (Jiang et al.,
2008), entre otros. También se ha desarrollado una encapsulacion empleando emulsiones en
solucion acuosa de feniletilenimina para encapsular la lacasa de Trametes versicolor (Kouisni &
Rochefort, 2009).

A B

soo sl

plhebeeiuy

Figura 21. Estrategias de inmovilizacién de enzimas, A) Adsorcion, B) Atrapamiento, C) Encapsulacién, D) Unién
covalente a un soporte y E) Autoinmovilizacién é entrecruzamiento. Las enzimas estan representadas por circulos
verdes (Brady & Jordaan, 2009).

2.3.1.4. Unio6n a soportes

La inmovilizacion de enzimas por union a un soporte es un método en el cual la proteina queda
unida al soporte mediante un enlace covalente 6 por medio de interacciones fisicas reversibles
enzima-soporte (Fig. 21 D). Para lograr este objetivo, se emplean principalmente, pero no
exclusivamente, los grupos amino reactivos de los aminoécidos de lisina tipicamente presentes
en la superficie de las proteinas (Fig. 22) y con los que se puede llevar a cabo el proceso de
unién covalente de las enzimas a un grupo reactivo presente en el soporte, mediante un enlace
covalente altamente estable. El grupo epdxido es cominmente usado como grupo reactivo del
soporte para llevar a cabo la union con las lisinas de la enzima, ya que es reactivo en condiciones
muy suaves (Mateo et al., 2007a). Usualmente la union covalente provee la union més fuerte
entre la enzima y el soporte en comparacion con otros tipos de inmovilizacion, ademas de que

logra minimizar la fuga de enzima del soporte (Cao, 2006b).
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Actualmente existen soportes comerciales como el Eupergit® activado con grupos
epoxidos que es una esfera macroporosa, el Eupergit C (Mateo et al., 2007a; Wang et al., 2008),
los Sepabeads® que son polimeros de resinas fibrosas activados con grupos funcionales
epoxidos (Mateo et al., 2007b) entre otros.
2.3.1.5. Autoinmovilizacién 6 entrecruzamiento
La inmovilizacion libre de soporte o autoinmovilizacion es un método de interaccion quimica
que consiste en unir dos moléculas de enzima mediante compuestos de union bifuncionales
Ilamados agentes de entrecruzamiento sin el empleo de un soporte (Fig. 21 E). El agente méas
empleado para este propdsito es el glutaraldehido, que es un dialdehido de pequefio tamafio.
Algunas de las ventajas de este tipo de inmovilizacion son mayor actividad volumétrica, mayor
actividad especifica, mayor facilidad de produccion, menor costo de produccion, mayor pureza,
menores interferencias y/o contaminaciones por el soporte y menores limitaciones de
transferencia de masa (Brady & Jordaan, 2009; Cao et al., 2003; Sheldon, 2007a).

2.3.2. Inmovilizacién libre de soporte

La inmovilizacion de enzimas libre de soporte no necesita de una masa extra inactiva, el
soporte. Generalmente, consisten en la inmovilizacion por entrecruzamiento directo de enzimas
disueltas (CLEs), enzimas cristalinas (CLECSs), y enzimas agregadas (CLEAS) (Fig. 23) (Cao et

al., 2003).
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Figura 23. Tipos de inmovilizacién libre de soporte (Cao et al., 2003).

El primer reporte de este tipo de estructuras fue descrito por (Quiocho & Richards, 1966)
quienes realizando estudios de quimica de proteinas en fase sélida encontraron que se podian
obtener proteinas insolubles unidas entre si mediante el empleo de un grupo quimico de
entrecruzamiento bifuncional, como el glutaraldehido, y que ademas retenian su actividad
catalitica, lo que hoy en dia se conoce como enzimas entrecruzadas (CLEs, del inglés “cross-
linked dissolved enzymes”) (Fig. 23 c¢) 6 partiendo de cristales de enzimas entrecruzados
(CLECs del inglés “cross-linked enzyme crystals”) (Fig. 23 a) (Quiocho & Richards, 1964). Sin
embargo, en la época que salieron publicados estos trabajos, las investigaciones encaminadas a la
inmovilizacion centraron sus mayores esfuerzos hacia la inmovilizacion por adsorcion,
atrapamiento y union quimica a soportes, debido a la baja retencion de actividad y estabilidad
que presentaban los CLEs, por lo que este tipo de estructuras se empezaron a estudiar mas
intensivamente hasta los afios de 1990 (Cao, 2006d; Sheldon, 2007b).

Los CLEs son proteinas en solucion que se unen entre si mediante un agente de
entrecruzamiento y presentan tamafios de 1 a 100pum. En comparacion con las enzimas nativas,
éste tipo de biocatalizadores mejoran su termoestabilidad, sin embargo requiere del cuidado de
varios factores como el pH, la cantidad de agente de entrecruzamiento, fuerza ibnica y
temperatura. Sin embargo presentan desventajas como su baja retencion de la actividad nativa

(usualmente menor al 50%), baja reproducibilidad, y baja estabilidad mecanica (Cao et al.,
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2003). Estos inconvenientes se han tratado de mejorar haciendo atrapamiento de los CLES en una
matriz de gel o en membranas.

A la par de los estudios de produccion de CLEs se realizaron estudios dirigidos hacia la
obtencion de CLECs (Fig. 23 a) que resultan ser muy adecuados para las biotransformaciones en
medios no acuosos, debido a su gran estabilidad bajo condiciones hostiles (Quiocho & Richards,
1966; St. Clair & Navia, 1992). Este tipo de estructuras son proteinas cristalizadas y unidas entre
si con un agente de entrecruzamiento. Los CLECs presentan una gran estabilidad térmica y una
buena resistencia mecanica, buena estabilidad a pH extremos, a solventes orgénicos y a
proteolisis (Sheldon, 2007a). Se puede mejorar la actividad catalitica obtenida con los CLECs
monitoreando el tamafio de los cristales de enzima. Se encontré6 que minimizando su tamafio se
aumentaba la actividad catalitica retenida (Margolin, 1996). Sin embargo, su costo de produccién
es muy elevado ya que requieren de laboriosos protocolos de cristalizacion en los cuales se
requiere una alta pureza de la enzima (Brady et al., 2004; Talekar et al., 2013). A pesar de su
alto precio, a partir de los afios 1990, algunas empresas como Vertex Pharmaceuticals (St. Clair
& Navia, 1992) y Altus Biologics (Margolin, 1996) han producido y comercializado CLECs de
hidrolasas como lipasas, proteasas y acilasas, para su aplicacion como biocatalizadores para la
sintesis asimétrica (Cao et al., 2003).

En comparacion con la cristalizacion, un método menos costoso para mejorar la
proximidad de las moléculas de enzima y asi poder realizar el entrecruzamiento de las mismas,
es simplemente por precipitacion de las proteinas mediante la adicién de una sal, un solvente
organico 6 un polimero no ionico. Esta idea fue introducida por primera vez con la penicilin G
acilasa en los laboratorios de Sheldon (Cao et al., 2000) y posteriormente comercializada por
CLEA Technologies (Holanda). Los CLEAs (del inglés “cross-linked enzyme aggregates™) se
obtienen a partir de proteinas, no necesariamente purificadas, que se precipitan formando
agregados que permanecen juntos por enlaces no covalentes, sin sufrir perturbacién de su
estructura terciaria y sin desnaturalizacion, que posteriormente se mantienen permanentemente
insolubles por union covalente mediante un agente de entrecruzamiento como el glutaraldehido
(Fig. 23 b; Fig. 24) (Cao et al., 2000; Sheldon, 2007b). Los CLECs y CLEAs exhiben de 10 a
1000 veces mayor actividad especifica 0 masica (U/g) que sus correspondientes biocatalizadores
unidos a un soporte, gracias a que carecen del mismo (Cao et al., 2003; Tischer & Kasche,
1999). Consecuentemente, el uso de enzimas inmovilizadas libres de soporte, puede ser benéfico

para los procesos en donde se requiere una alta productividad y altos rendimientos espacio-
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tiempo 6 para su uso con enzimas labiles que no pueden ser eficientemente estabilizadas por
métodos tradicionales de inmovilizacion sobre soporte. Ademas, el uso de enzimas
inmovilizadas libres de soporte es claramente ventajoso ya que es posible alimentar reactores con
mayor cantidad de enzima, lo que compensa la pérdida de actividad durante su reutilizacion, sin
prolongar el tiempo de reaccion. En contraste, las enzimas inmovilizadas sobre soportes ocupan
mas de un 10-20% del volumen del reactor, lo que provoca la prolongacion del tiempo de

reaccion para poder lograr los mismos niveles de conversion (Cao et al., 2003).

8@®®
da?
Enzima disuelta @ @

Precipitante

Agregados

A Agente de entrecruzamiento
(Glutaraldehido)

cross-linked enzyme
aggregate (CLEA)

Figura 24. Procedimiento para la preparacién de CLEAs (L6pez-Serrano et al., 2002).

Las enzimas inmovilizadas libres de soporte en forma de CLECs y CLEAs a menudo
presentan selectividad similar a la que exhiben cuando estan solubles en medio acuoso o
liofilizadas en medios organicos. Los CLEAs tienen estabilidad y actividad similar a la de los
CLECs. Ademas, mediante diferentes condiciones de cristalizacién o agregacién (precipitacion)
se puede modular la conformacidn de los cristales y los agregados enzimaticos, hacia una forma
maés favorable que les permita incrementar sus propiedades cataliticas (Cao et al., 2003). Debido
a ello se ha encontrado que la enantioselectividad de estos biocatalizadores depende fuertemente
de la conformacion de los cristales ¢ de los agregados enzimaticos formados (Cao et al., 2000).

Una propiedad importante de los CLEASs para su aplicacién a gran escala es su tamafio de
particula, que tiene un efecto directo en las limitaciones de transferencia de masa y filtrabilidad.

40



Marco teérico

La cantidad de enzima y la concentracion de glutraldehido son factores importantes que
determinan el tamafio de particula de los CLEAs como fue reportado para la CRL, cuya
actividad Optima se observo con particulas de 40-50 nm (Yu et al., 2006).

Estudiando la morfologia de los CLEAs se han encontrado principalmente 2 clases de
éstos: tipo 1) los que miden mas de 1 um de diametro y se forman a partir de enzimas poco
glicosiladas con una gran superficie hidrofébica como la CALB, que contienen 8x10® moléculas
de enzimas por CLEA y forman agregados de forma esférica (Fig. 25A); y tipo 2) los que miden
menos de 0.1 pum de didmetro, que se forman a partir de enzimas con superficies méas hidrofilicas
con mas glicosilaciones como la CRL y la oxinitrilasa de Prunus amygdalus que presentan
alrededor de 8x10° moléculas de enzima por CLEA, y que son agregados de formas un poco més

irregulares y méas pequefias que los tipo 1 (Fig. 25B) (Schoevaart et al., 2004).

Figura 25. Morfologia de los CLEAs. A) Tipo 1, CLEAs de la CALB, amplificacién X3500; y B) Tipo 2, CLEAs
de la CRL, amplificacion X25000 (Schoevaart et al., 2004).

Los CLEAs forman entre si agregados de tamafio mas grande, denominados “clusters”
(Fig. 26), que a mayor longitud pueden presentar problemas de transferencia de masa. Los
estudios futuros estan encaminados a la formacioén de CLEAs que tengan menos tendencia a la

formacion de “clusters™.

Figura 26. Clusters de CLEAs de la CALB en agua, amplificacion X150
(Schoevaart et al., 2004).
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Sin embargo, a pesar de que los CLEAs eliminan la necesidad de cristalizacion de la
enzima de interés, sigue existiendo la desventaja inherente de que los protocolos exactos de
agregacion y entrecruzamiento deben establecerse nuevamente con cada enzima, implicando que
se debe hacer un importante esfuerzo para optimizar sus condiciones de preparacion (Roessl et
al., 2010).

A pesar de las grandes ventajas que representan las enzimas inmovilizadas libres de
soporte, existen ciertos inconvenientes por solucionar tales como el aumento de su flexibilidad,
asi como también las metodologias exactas que permitan modular sus propiedades cataliticas
variando las condiciones de precipitacion y los agentes de entrecruzamiento (Cao et al., 2003;
Talekar et al., 2013). Desafortunadamente, el disefio de enzimas inmovilizadas para su 6ptimo

desempefio es aln en gran medida empirico (Sheldon, 2007b).

2.3.3. Factores que modifican la actividad, estabilidad y selectividad de los agregados
enzimaticos entrecruzados

Diversos estudios se han encaminado hacia la optimizacién de preparacion de CLEAs,
analizando los factores que modifican la actividad, estabilidad y selectividad de los mismos,
como se observa en los ejemplos citados a continuacion.
2.3.3.1. Agentes precipitantes y condiciones de precipitacion

Los agentes precipitantes y las condiciones de precipitacion juegan un papel crucial en la
preparacion de los CLEASs. Las condiciones de precipitacion pueden inducir a una conformacién
mas activa de la enzima (Lépez-Serrano et al., 2002). Sin embargo no se puede generalizar un
mismo agente precipitante para todas las enzimas ya que cada una presenta mayor actividad con
diferentes agentes precipitantes (Tabla 5) (Prabhavathi Devi et al., 2009; Schoevaart et al.,
2004).
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Tabla 5. Actividad relativa de los agregados enzimaticos antes del entrecruzamiento,
empleando 90% (v/v) del precipitante (Schoevaart et al., 2004).

Precipitante CALA CALB TLL RML Lacasa Tripsina FDH® Fitasa
Amortiguador 100 100 100 100 100 100 100 100
Metanol 3 64 43 21 0 89 2 19
Etanol 45 66 258 187 47 135 23 97
1-Propanol 48 30 1511 223 85 129 13 66
2-Propanol 43 77 169 95 99 144 55 93
tert-butanol 142 100 1779 934 139 148 90 88
Acetona 107 52 178 706 58 185 95 77
Acetonitrilo 100 75 561 428 27 151 84 79
DME* 231 100 1013 561 78 142 50 95
Lactato de etilo 86 39 108 14 108 142 32 123
Sulfato de amonio 101 131 113 133 139 186 88 52
DMF? 6 72 62 58 0 85 0 19
DMSO? 5 107 95 43 0 131 0 5
Polietilenglicol 115 138 141 102 186 153 81 80

*Formiato deshidrogenasa. 'Dimetil etoxietano. “Dimetilformamida. *Dimetilsulféxido.

En un estudio se demostrd que durante la preparacion de los CLEAS, el periodo de tiempo
que pasa entre la precipitacion de enzimas y el paso de entrecruzamiento influye en la
organizacion estructural de la preparacion enzimatica resultante (Pchelintsev et al., 2009). Asi
pues, este grupo de investigacion evalud la actividad de CLEAs de penicilinacilasa (PA) frescos
(los que fueron entrecruzados inmediatamente después de la precipitacién) y maduros (los que
fueron entrecruzados después de pasar 7 dias a 4°C), precipitando ambos con polietilenglicol
(PEG-6000) haciendo el entrecruzamiento con glutaraldehido. Se observé que los CLEAs
maduros presentan mayor tamafio que los frescos, ademas de que los estudios de cinética
mostraron que los CLEAs maduros fueron mas efectivos tanto en las reacciones de sintesis como
de hidrdlisis. Por lo que demostraron que el tamafio de los agregados puede regular el alcance de
las modificaciones covalentes de la PA y por lo tanto influir en las propiedades cataliticas de sus
respectivos CLEASs (Pchelintsev et al., 2009).

Por otro lado, la adicién de aditivos durante el paso de precipitacion, como el Triton X-
100, el dodecil sulfato de sodio y los éteres ciclicos (crown ethers), también influye mucho en la
actividad de los CLEAs (Gupta et al., 2009; Lopez-Serrano et al., 2002; Schoevaart et al., 2004).
El uso de detergentes como el Triton X-100 aumenta la actividad de aquellas lipasas que tienden
a formar dimeros como la TLL, en cambio la CALB casi no se ve influenciada por presencia de
Triton X-100 (Wilson et al., 2006a).
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La activacion de las lipasas debida a los aditivos, como surfactantes y éteres ciclicos, se
atribuye generalmente a que estas enzimas se ven inducidas a adoptar una conformacion mas
activa (Theil, 2000). Los aditivos no estan unidos covalentemente a la enzima, por lo que
subsecuentemente pueden ser enjuagados del CLEA usando, por ejemplo, un solvente orgéanico
apropiado que deje a la enzima inmovilizada fija en una conformacion catalitica favorable
(Sheldon, 2007b). Asi mismo, no sélo la actividad catalitica se ve afectada con el empleo de
aditivos durante la preparacion de los CLEAs. Wilson et al. (2006a) evaluaron la
enantioselectividad de CLEAs de lipasas de Alcaligens sp. en presencia de polietilenimina (PEI)
y una mezcla PEI-dextrano sulfato (DP) como agentes precipitantes en presencia de Triton X-
100. Ellos encontraron un aumento en el coeficiente enantiomérico E en la hidrolisis del butirato
de glicidilo con aquellos CLEAs que fueron preparados en presencia del dicho detergente (Tabla
6).

Tabla 6. Actividad especifica y enantioselectividad de CLEAS de la lipasa de Alcaligens sp.
en la hidrolisis del butirato de glicidilo (Wilson et al., 2006a).

Biocatalizador Actividad (U/gCLEA) Actividad (U/gCLEA) E
S-isémero R-isdmero (S)
CLEA-PEI sin Triton 237 59 40+0.2
CLEA-PEI con Triton 154 25 6.2+0.3
CLEA-DP con Triton 496 35 142 +05

PEI, polietilenimina; DP, PEI-dextrano sulfato

Cuando una proteina es pobre en lisinas, la preparacion de los CLEAs se vuelve un poco
complicada, ya que los residuos de lisina estan envueltos en el paso de entrecruzamiento cuando
se emplea glutaraldehido o dextrano-polialdehido (Mateo et al., 2004). Esta problematica puede
resolverse precipitando a las proteinas con polimeros que contienen grupos amino primarios,
como la polietilenimina (Lopez-Gallego et al., 2005a). Casos similares se presentan cuando la
cantidad de proteina con la que se cuenta para la preparacién del CLEA es muy pequefia. Para
este tipo de inconveniente, se han empleado alimentadores proteicos como la albumina sérica
bovina (BSA), que sirven como fuente de proteinas para llevar a cabo el entrecruzamiento de la
enzima de interés (Majumder et al., 2008; Shah et al., 2006). Se ha reportado que los CLEAS
preparados en presencia de BSA retienen mayor actividad catalitica nativa que los que
unicamente son preparados con enzima, como es el caso del CLEA de la PCL que retuvo un
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100% de su actividad nativa, mientras que la misma enzima inmovilizada con glutaraldehido en
ausencia de BSA tan solo retuvo el 4% (Shah et al., 2006).
2.3.3.2. Agentes y condiciones de entrecruzamiento

El glutaraldehido es el agente de entrecruzamiento mayormente empleado ya que es de
bajo costo y alta disponibilidad en el mercado. Sin embargo, con algunas enzimas, como las
nitrilasas, la retencion de actividad enzimatica es muy baja o casi nula al emplear este dialdehido
como agente de entrecruzamiento (Sheldon, 2007b). Mateo et al. (2004) probaron un
polialdehido mas voluminoso como agente de entrecruzamiento, que fue obtenido por oxidacion
del dextrano con peryodato, al cual llamaron dextrano-polialdehido. Los CLEAs formados con
dicho agente de entrecruzamiento en comparacion con los comdnmente formados con
glutaraldehido tuvieron mucho mayor actividad (10-90 veces). Mas aun, los CLEAs
entrecruzados con glutaraldehido de las nitrilasas probadas, perdieron totalmente su actividad;
efecto atribuido a que éste agente de pequefio tamarfio logra entrar en el interior de la proteina y
destruye su estructura terciaria, resultando en la completa pérdida de actividad; efecto que no se
observo con el dextrano-polialdehido que es un polimero de cadena mayor.

Por otro lado, la concentracion del agente de entrecruzamiento regula el grado de
entrecruzamiento y por lo tanto modifica la estructura final de los CLEAS, resultado que impacta
en su actividad y estabilidad. Evidencias de lo anterior, reportaron que un exceso del grado de
entrecruzamiento reduce el rendimiento de enzima inmovilizada, productividad y estabilidad de
los CLEAs de penicilin acilasa en la reaccion de produccion de cefalexina (Wilson et al., 2009).
Resultados mas sorprendentes obtuvo el grupo de Gupta (Majumder et al., 2008), quienes
demostraron que una concentracion especifica del agente de entrecruzamiento puede aumentar la
actividad, mientras que la misma cantidad puede disminuir la estabilidad y la
enantioselectividad. Este grupo trabajo con CLEAs de la PCL a 3 concentraciones diferentes de
glutaraldehido (10, 40 y 60 mM). Sus resultados muestran que el CLEA a 60 mM fue el méas
termoestable, efecto atribuido al mayor grado de entrecruzamiento; la enzima libre fue la que
mejor tasa de transesterificacion tuvo; y el CLEA a 10 mM fue el més enantioselectivo, debido a
que su estructura era mas rigida que la enzima nativa, y no tan rigida como los elaborados a 40 y
60 mM, ya que se ha reportado que la enantioselectividad se ve favorecida a menor grado de
flexibilidad de la proteina (Bornscheuer, 2002a; Carrillo-Munoz et al., 1996; Sheldon et al.,
2005; Yang et al., 1997). Asi mismo, probaron que la morfologia de los CLEAs es dependiente

del grado de entrecruzamiento, que se aumenta al incrementar la concentracion del mismo,
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incrementando a su vez el grado de rigidez de la molécula, resultando en menor actividad
catalitica (Majumder et al., 2008).

El pH también juega un papel importante en el paso de entrecruzamiento. Cuando se utiliza
glutaraldehido, éste puede estar en su forma monomerica o en su forma polimérica dependiendo
de las condiciones de pH del medio; por lo tanto, los productos finales de reaccion obtenidos en
el paso de entrecruzamiento bajo condiciones alcalinas y acidas son diferentes (Wine et al.,
2007) ya que el glutaraldehido tiende a polimerizar a valores altos de pH, lo que no ocurre a pH
7 (Wilson et al., 2009).

2.3.3.3. Estabilidad mecanica

Las enzimas inmovilizadas libres de soporte presentan dificultad para su escalamiento a
nivel industrial ya que exhiben una baja estabilidad mecénica ante los esfuerzos cortantes y las
condiciones severas de agitacion. Los CLEAs son mecéanicamente fragiles, dificilmente
manipulables y recuperables después de usos repetitivos (Wilson et al., 2004b).

Con el fin de mejorar la estabilidad mecanica de los CLEAs, varios grupos de
investigacién han trabajado en la encapsulacion, recubrimiento y atrapamiento de éstos en
polimeros y matrices que les permitan aumentar su estabilidad. Tal es el caso del grupo de Chang
(Moon et al., 2007) quienes prepararon CLEAs de quimiotripsina y de la lipasa de Mucor
javanicus que fueron atrapadas dentro de los poros de una matriz de silica mesocelular
mesoporosa de poros jerarquicamente ordenados (HMMS). Este material tiene cavidades de 37
nm en donde quedan retenidos los CLEAs después de haber sido entrecruzados con
glutaraldehido y no se pueden escapar ya que cada uno de estos pequefios huecos esta unido por
canales de 13 nm de diametro por donde los CLEAs no pueden pasar y quedan retenidos en los
poros (Fig. 27). Con este tipo de atrapamiento, se logré aumentar la estabilidad de los CLEAS
hasta por 2 semanas en agitacion a 200 rpm, gracias a que se evitd la lixiviacién de los CLEAS

del soporte y a la inhibicion de la autolisis de la quimiotripsina gracias al entrecruzamiento.
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Figura 27. Atrapamiento de CLEASs dentro de los poros mesocelulares del HMMS (Moon et al., 2007).

Asi mismo, se han encapsulado los CLEAs de penicilin acilasa dentro de un hidrogel de
matriz polimérica rigida de polivinilalcohol (LentiKats®) los cuales resultaron muy estables en
solventes organicos, ademéas de mantener el 95% de su actividad por 50 dias en agitacion
mecanica a 20°C (Wilson et al., 2004b).

2.3.4. Inmovilizacion de enzimas sobre soportes

La inmovilizacidn de enzimas sobre soportes porosos se puede llevar a cabo mediante la
unién covalente de la enzima al soporte (irreversible) ¢ a través de la adsorcion de la enzima
mediante interacciones soporte-enzima (reversibles) tales como las iénicas y las hidrofébicas
(Mateo et al., 2007b). La diversidad de soportes en cuanto a su naturaleza, tipo de unién enzima-
soporte y geometria, permiten disefiar enzimas inmovilizadas bien ajustadas a una aplicacion en
especifico (Cao, 2006d). Hoy en dia existe una gran variedad de soportes disponibles para la
inmovilizacion de enzimas, entre los cuales se encuentran aquellos inorganicos como la silica y
las zeolitas (Cao, 2006a), otros polimeros organicos como la poliacrilamida y el polimetacrilato
(Cao, 2006b), asi como los biopolimeros de polisacaridos como la agarosa (Mateo et al., 2005).
2.3.4.1. Métodos irreversibles

Los métodos de inmovilizacion irreversible se basan en la formacion de uno 6 varios
enlaces covalentes entre la enzima y el soporte. En comparacion con otros métodos de
inmovilizacion, los enlaces covalentes usualmente proveen la union méas fuerte enzima-soporte,

lo que evita la liberacion de la enzima en el medio de reaccion (Cao, 2006b).
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2.3.4.1.1. Inmovilizacion de enzimas sobre soportes de agarosa activada con grupos
bromuro de cianogeno

El soporte de agarosa activado con grupos bromuro de cianégeno (BrCN-agarosa)
permite la inmovilizacion de enzimas mediante la union covalente unipuntual del amino terminal
de la enzima con los grupos bromuro de ciandgeno del soporte (Fig. 28). Este tipo de
inmovilizacion se lleva a cabo a pH 7, por tiempos cortos y a bajas temperaturas (4°C). En estas
condiciones de reaccion, sélo reacciona el amino mas reactivo (el amino terminal de la proteina),
produciendo muy pocos cambios en la estructura de la enzima ya que ésta Gltima se une al
soporte Unicamente mediante un punto (Kennedy et al., 1983; Mateo et al., 2005; Mateo et al.,
2006). Se ha reportado que las propiedades cataliticas de los derivados de enzimas inmovilizados
en BrCN-agarosa son muy similares a las de la enzima libre (Bolivar, 2009; Godoy et al., 2011;
Rocha-Martin, 2012); sin embargo las interacciones enzima-enzima no son posibles, por lo tanto
éste derivado sirve como referencia de la enzima libre para comparar los resultados obtenidos

con otros tipos de inmovilizacion.
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Figura 28. Inmovilizacion covalente unipuntual sobre soportes de agarosa activada con grupos bromuro de
ciandgeno (Kohn & Wilchek, 1982).

2.3.4.1.2. Inmovilizacion de enzimas sobre soportes de agarosa activada con grupos glioxil
Los soportes de agarosa activados con grupos glioxil (glioxil-agarosa) presentan la
caracteristica de tener grupos aldehido reactivos que en condiciones de pH alcalino forman
enlaces covalentes con la zona de la enzima més rica en grupos amino no ionizado (Fig. 29). El
tipo de unién enzima-soporte es muy intensa debido a la alta densidad de grupos aldehido
reactivos en la superficie del soporte, que resulta en una unién multipuntual con la consecuente
rigidificacion de la estructura terciaria de la enzima (Guisan, 1988). Este tipo de inmovilizacion
permite proveer de una gran estabilidad a las enzimas ya que la intensa union formada evita los
cambios estructurales que acontecen en condiciones distorsionantes como la temperatura, el pH,

solventes, entre otras (Mateo et al., 2007b; Mateo et al., 2006). Ademas, el soporte glioxil-
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agarosa, provee un ambiente hidrofilico e inerte a la enzima inmovilizada. Sin embargo, las
condiciones de inmovilizacion necesarias para preparar este tipo de derivados (pH = 10 y el
empleo de borohidruro para la reduccion de las bases de Schiff) muchas veces resultan poco
favorables para la recuperacion de la actividad de enzimas que no son estables en pH alcalino.

1) - P
—C\/_\ —crn— fn

LR $
H H> N pH 10 —CH=—NH
g &
—CH=—/NH
enzima
glioxil-agarosa base de Schiff
reversible
2) — & —CHy— NH
—CH=— NH 2oz 5
reduccion
—cH—"FiH —CHy—NH
—CcH—"H NaBH4 —CHy—NH
pH 10
amina secundaria
base de Schiff irreversible
reversible

Figura 29. Inmovilizacion covalente multipuntual sobre soportes de agarosa activada con grupos glioxil (glioxil-
agarosa). 1) Inmovilizacion de la enzima con formacién de una base se Schiff reversible. 2) Reduccion de la base de
Schiff para la formacion de un enlace amino secundario irreversible.

2.3.4.1.3. Inmovilizacion de enzimas sobre soportes de agarosa activada con grupos
monoamino-N-aminoetil y glutaraldehido

Esta clase de soporte se prepara a partir de agarosa activada con grupos monoamino-N-
aminoetil (MANAE-agarosa) a la que se somete a una segunda activacion con glutaraldehido
(GA-agarosa), resultando en un soporte que presenta grupos amino y grupos aldehido en su
superficie (Lopez-Gallego et al., 2013). Dependiendo de la concentracion de glutaraldehido y del
tiempo de reaccién, este soporte puede quedar total o parcialmente activado con GA. El
mecanismo de unidn enzima-soporte, se explica en un primer paso de adsorcién ionica de la
enzima por su zona mas rica en cargas negativas, seguido de la unién covalente entre alguno de
los grupos amino de los residuos de lisina de la enzima con los grupos aldehido del GA (Fig. 30).
Este tipo de inmovilizacion se ha empleado para la estabilizacion de diversas enzimas (Betancor
et al., 2006; Lopez-Gallego et al., 2005b) y a diferencia de la glioxil-agarosa, presenta la ventaja
de que se puede lograr una union multipuntual llevada a cabo a pH neutro en donde muchas

enzimas son estables.
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Figura 30. Inmovilizacion covalente multipuntual sobre soportes de agarosa activada con grupos monoamino-N-
aminoetil y glutaraldehido (GA-agarosa).

2.3.4.2. Métodos reversibles

Los meétodos reversibles de inmovilizacion de enzimas sobre soportes estan basados en
mantener la union enzima-soporte mediante las interacciones que se puedan manifestar entre
ellos (Tabla 7). Existen diversas interacciones reversibles por las que se pueden adsorber
proteinas en soportes, tales como las electrostaticas, las hidrofobicas, bioespecificas, por afinidad
y las no especificas como las fuerzas de van der Waals, puentes de hidrogeno e interacciones
hidrofilicas (Cao, 2006a). Sin embargo, en comparacién con los métodos irreversibles, la
intensidad de la union enzima-soporte es mucho menos fuerte; razén por la que este tipo de
inmovilizacion se ha empleado mas para la purificacion de enzimas ya que su desorcion es
sencilla (Fernandez-Lafuente et al., 1998; Fernandez-Lorente et al., 2008; Volpato et al., 2010)
ademas de que permite la reutilizacion del soporte una vez que la enzima ha sido inactivada
(Cao, 2006a).

Tabla 7. Ejemplo de soportes empleados para la inmovilizacion de enzimas via adsorcion
reversible

Tipo de Orientacion de la enzima .
. L Soporte Referencia
interaccion sobre el soporte
Intercambio ., Fernandez-Lafuente et al.,
‘o MANAE-agarosa Regién con mayor carga neta (
anionico . . . . 1993)
(monoamino-N-aminoetil) negativa
Intercambio Carboximetil-sepharose® Regidn con mayor carga neta (Fuentes et al., 2004)
cationico positiva
Hidrofobica Octil-agarosa Region hidrofobica (Fernandez-Lafuente et al.,
1998)
Octadecyl-Sephabeads® Region hidrofdbica (Cabrera et al., 2009)
Por afinidad Agarosa activada con

IDA-Me?* (4cido
iminodiacético-Cu®* y

N i2+)

Region con mayor cantidad
de histidinas

(Armisén et al., 1999)
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2.3.4.2.1. Inmovilizacion de enzimas sobre soportes de agarosa activada con grupos
monoamino-N-aminoetil

Los soportes de agarosa activados con grupos monoamino-N-aminoetil (MANAE-agarosa)
tienen la caracteristica de funcionar como intercambiadores ionicos (Fig. 31) debido a que en su
superficie poseen una gran cantidad de grupos amino que se encuentran cargados positivamente
a pH < 9 y que tienen interacciones iénicas con los residuos de las proteinas cargados
negativamente (principalmente residuos de los &cidos aspartico y glutdmico) (Fernandez-
Lafuente et al., 1993). Este soporte permite la inmovilizacion de enzimas en condiciones suaves
(pH cercanos a 7, baja fuerza iénica y tiempos cortos de inmovilizacion); y se ha empleado
exitosamente para la purificacion (Pessela et al., 2006) y estabilizacion de (Filho et al., 2008)

proteinas.

@ d .
—H N® aasorcion . k; @
3 g i6nica H3N®
—H;N® —P
H3N pH 7 H3N®O
enzima
MANAE-agarosa MANAE-enzima

Figura 31. Inmovilizacion por adsorcién ionica sobre soportes agarosa activada con grupos monoamino-N-
aminoetil (MANAE-agarosa).

2.3.4.2.2. Inmovilizacion de enzimas sobre soportes de agarosa activada con grupos
hidrofobicos

Los soportes de agarosa activados con grupos hidrofébicos se han empleado
principalmente para la inmovilizacion y purificacion de lipasas (Bastida et al., 1998). Esto se
debe a la gran superficie hidrofobica que presentan estas enzimas en su sitio catalitico que les
confiere una gran afinidad sobre superficies hidrofobicas e interfases agua/aceite. Gracias a la
similitud de este soporte con una interfase aceite/agua, en él se logra una adsorcion de la lipasa
en donde el sitio catalitico de la enzima queda orientado hacia la superficie del soporte en
condiciones de baja fuerza idnica del medio (Fig. 32) (Fernandez-Lafuente et al., 1998). La
interaccion hidrofobica enzima-soporte provoca la apertura de la “tapa” que cubre el sitio
catalitico de estas enzimas (fendmeno de activacion interfacial) con la consecuente
hiperactivacion enzimatica (Fernandez-Lorente et al., 2008; Palomo et al., 2002b). Para desorber

las lipasas inmovilizadas de esta manera, basta con adicionar una alta concentracion de
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detergente, urea, guanidina y/o aumentar la fuerza ionica del medio para disminuir la interaccion

hidrofobica enzima-soporte (Fernandez-Lafuente et al., 1998).

—

— 4

Lipasa cerrada Lipasa abierta
e inactiva ¥ activa

Lipasa activa adsorbida
=== Region hidrofébica en soporte hidrofébico

=== Region hidrofilica

Figura 32. Inmovilizacidn de lipasas sobre soportes activados con grupos hidrofébicos.

2.4. Modificacién quimica y fisica de enzimas

La modificacién de la superficie de las proteinas consiste en la alteracion de los
sustituyentes R libres de los aminoéacidos presentes en las proteinas. Las enzimas asi modificadas
pueden resultar en derivados con propiedades cataliticas diferentes, logrando que estas técnicas
se hayan empleado tanto para la estabilizacion asi como para la modificacién de la selectividad
enzimatica (Fagain, 1995; Palomo et al., 2007a). Asi mismo, se ha reportado su uso en
combinacion con técnicas de inmovilizacién, permitiendo lograr resultados mejorados
(Rodrigues et al., 2011).

Dentro de estas modificaciones, se encuentra el recubrimiento de la enzima con
polietilenimina (PEI) que es un polimero i6nico altamente cargado con cargas positivas. Esta
técnica permite la formacion de un ambiente hidrofilico alrededor de la enzima inmovilizada, ya
que la PEI se mantiene unida a la proteina por medio de intercambio i6nico entre las cargas
positivas del polimero y las cargas negativas de la enzima (Fig. 33). Como consecuencia de la
introduccién de este ambiente altamente cargado con cargas positivas alrededor del sitio
catalitico de una lipasa, la enzima puede sufrir alteracion de la forma del sitio catalitico debido a
la modificacion de las interacciones electrostaticas de la proteina, lo que conlleva al cambio de
sus propiedades cataliticas (Cabrera et al., 2010). Ademas, esta técnica también se ha empleado

para la estabilizacidn de enzimas en solventes organicos (Guisan et al., 2001).
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Polietilenimina (PEI)
pH 7

Enzima
inmovilizada

Figura 33. Recubrimiento de enzimas con polimeros ionicos.

Dentro de las técnicas de modificacion quimica trabajadas, se prepararon derivados
inmovilizados aminados mediante la modificacién quimica de los residuos carboxilicos de la
enzima con etilendiamina (Fig. 34). Para ello, primero se lleva a cabo la activacion de los grupos
carboxilo de la enzima con la adicion de 1-etil 3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC),
seguido de la formacion de un enlace amida mediante la adicion de etilendiamina. Tras la
aminacion, la superficie enzimética que originalmente presentaba cargas negativas (provenientes
de los residuos de los aminoécidos de los acidos apartico y glutamico), es reemplazada por cargas
positivas, modificando la carga neta de la enzima a pH neutro. Diferentes grados de aminacion
pueden lograr efectos distintos en la enzima, ya que se puede lograr la formacion de nuevas
interacciones idnicas cuando la aminacion solo se lleva a cabo parcialmente (Palomo et al.,
2007a).

Asp/Glu
\‘\_.4
- RIN=0 e CO -HN - CHy- CHa- NH,
(EDC) R
4 CO=HN - CHy- CHo-NH
HyN - CHy - CHp - NH, 2 2 2
H PG CO-HN - CHp- CHp- NH,
Enzima sin modificar Enzima aminada

Figura 34. Aminacion de los residuos carboxilicos de la superficie de proteinas.

Otra de las modificaciones quimicas llevada a cabo en el presente trabajo, fue la
modificacion de los grupos amino mediante la adicion de anhidrido succinico (Fig. 35), proceso
denominado succinilacion. Con este tipo de modificacién, la superficie enzimaética se ve
enriquecida con grupos carboxilicos, aumentando asi el nimero de cargas negativas (EI-Adawy,
2000). Del mismo modo que con la aminacion, la succinilacion puede ser parcial controlando la
concentracion de &cido succinico, sin embargo no se puede llevar a cabo la succinilacion total ya
que los grupos amino de los residuos de arginina no se pueden modificar con esta metodologia.

Este tipo de modificaciones se han usado para mejorar la estabilidad de enzimas (Bianchi et al.,
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1993), asi como para mejorar su adsorcion en matrices de intercambio i6nico (Montes et al.,
2006).

0
O 7,0

Anhidrido succinico

pH 8, 4°C

NH—CO- CHy- CHp-COOH

N

NH—CO- CH2> CHQ-COOH

= NH—CO- CHyp- CHp-COOH
Enzima sin modificar
Enzima succinilada

Figura 35. Succinilacion de los grupos amino de la superficie de proteinas.

Finalmente, otro tipo de modificacion quimica es el aumento de la hidrofobicidad de la
superficie de una enzima mediante la adicion de cadenas alifaticas. Dicho proceso puede lograrse
mediante la reaccién entre un anhidrido y los grupos amino de la proteina (Fig. 36). Este tipo de
modificacion se ha empleado para la mejora de la enantioselectividad de lipasas (Ueji et al.,
2003), para el aumento de la estabilidad de enzimas en sistemas agua-aceite (Vinogradov et al.,
2001), asi como para la mejora de las propiedades emulsificantes y de espumado de algunas
proteinas (Rade-Kukic et al., 2011).

€ -Lis
O O 0

CHa(CHz)3CH2)LOJLCH2(CH2)3CH3
Anhidrido hexandico

Triclorometano, pH 8 i 0

Enzima sin modificar Enzima con cadenas alifaticas

Figura 36. Adicidn de cadenas alifaticas a la superficie de proteinas.

Asi mismo, se han acoplado las técnicas de inmovilizacién con las de modificacién quimica
logrando una mayor mejora de la actividad y selectividad enzimética (Fernandez-Lorente et al.,
2012; Lopez-Gallego et al., 2012).
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La inmovilizacion en forma de agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS) ha sido
ampliamente aplicada para diversas enzimas como lipasas, proteasas, amidasas, lacasas,
oxinitrilasas, penicilin acilasas, entre otras (Lopez-Serrano et al., 2002; Schoevaart et al., 2004;
Sheldon, 2011a; Talekar et al., 2013). La tecnologia de preparacion de CLEAs ha mostrado ser
una herramienta prometedora para la estabilizacion de proteinas proveyendo robustez a los
biocatalizadores inmovilizados (Roessl et al., 2010; Sheldon, 2011a). Entre ellas, la exitosa
preparacion de CLEAs de la lipasa de Candida rugosa mediante su entrecruzamiento con
glutaraldehido actualmente se encuentra bien documentada (Kartal et al., 2011; Lopez-Serrano et
al., 2002; Yu et al., 2006).

El glutaraldehido (GA) es el agente de entrecruzamiento mayormente empleado para la
preparacion de CLEAs, ya que logra un alto grado de entrecruzamiento, es de bajo costo y tiene
alta disponibilidad en el mercado (Sheldon, 2011b). Sin embargo, el GA no puede ser
universalmente empleado ya que en algunas enzimas, como las nitrilasas, la actividad enzimatica
es drasticamente reducida (Sheldon, 2007b). En respuesta a esto, varios reportes se han dedicado
al estudio de otros agentes de entrecruzamiento como el dextrano-polialdehido (Mateo et al.,
2004), las p-benzoquinonas (Wang et al., 2011a) y los epdxidos (Mileti¢ & Loos, 2009). El
mecanismo quimico que llevan a cabo todos los anteriores resulta en la formacién de un enlace
covalente entre los grupos aldehido de los agentes de entrecruzamiento y los grupos amino libres
de las lisinas de las enzimas (Wine et al., 2007).

Asi como los residuos de lisina, los grupos carboxilo libres (provenientes de los acidos
aspartico y glutamico) también son grupos reactivos presentes en la superficie de las proteinas.
En general, en las proteinas, estos aminoacidos son mas abundantes que los residuos de lisina
(Klapper, 1977) incrementando el nimero de posibles sitios de entrecruzamiento.

En la presente tesis se desarrollé una metodologia de preparacién de CLEAs empleando
polimeros aminados como agentes de entrecruzamiento via su unién covalente con los grupos
carboxilo presentes en la enzima. Dicho proceso implica dos pasos: 1) la activacion de los
grupos carboxilo mediante la adicion de EDC-NHS para volverse susceptibles de reaccionar con
grupos amino y 2) la formacion de enlaces amida entre los grupos amino de los polimeros

adicionados y los grupos carboxilo previamente activados (Fig. 37).
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Figura 37. Entrecruzamiento de enzimas a través de sus grupos carboxilo. A) Activacién de los grupos carboxilo
por adicién de EDC-NHS. B) Formacién del enlace amida entre el polimero aminado y la enzima.

El primer paso de la reaccion que engloba la formacién del enlace amida entre los grupos
carboxilo y amino via activacion de los primeros con EDC 6 EDC-NHS se encuentra descrita por
varios autores (Grabarek & Gergely, 1990; Nakajima & lkada, 1995; Sam et al., 2010; Wang et
al., 2011b). Estos reportes han estudiado los factores mas importantes que rigen el mecanismo de
formacion del enlace amida a partir de los sustratos mencionados, asi como los posibles
subproductos formados en diferentes condiciones de reaccion.

El primer paso, la activacién de los grupos carboxilo, puede resultar en cuatro productos de
reaccion diferentes (Sam et al., 2010) (Fig. 38): 1) La formacidn de una urea con la consecuente
regeneracion del carboxilo por hidrolisis del carboxilo activado, que se da cuando hay agua en el
medio y cuando existen concentraciones altas de NHS y bajas de EDC, 2) La formacion de una
N-acilurea estable e indeseable, que se da cuando hay un gran exceso de EDC y NHS con
respecto a los grupos carboxilo, 3) La formacion de un anhidrido carbonico, que se da cuando
existen acidos carboxilicos libres, también cuando la concentracién de EDC-NHS es muy
inferior a la concentracion de grupos carboxilo, asi mismo cuando la concentracion de EDC es
muy superior a la de NHS (10 a 50 veces mayor); y 4) La formacion de un succinimidil éster a
partir de la O-acilurea que ocurre cuando la concentracién de EDC y NHS son equimolares y no
se encuentran en un gran exceso con respecto a los grupos carboxilo. En el marco de la presente
tesis, de los 4 posibles productos de reaccion mencionados, el succinimidil éster es el Unico
deseado para llevar a cabo la metodologia de inmovilizacion planteada (Fig. 37), ya que este
producto es capaz de reaccionar con aminas (provenientes de la PEI) para formar el enlace amida

y asi llevar a cabo el entrecruzamiento propuesto.
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Figura 38. Posibles productos de reaccién durante la activacion de los grupos carboxilo de una proteina mediante la
adicion de EDC-NHS. 1) Formacion de una O-acilurea, 2 y 5) Formacion de un succinimidil éster, 3) Formacion de
un anhidrido, 4) Formacioén de una N-acilurea, y 6) Regeneracion del grupo carboxilo por ruptura hidrolitica de la
O-acilurea.

El mecanismo de activacion de los grupos carboxilo con EDC 6 EDC-NHS ha sido
ampliamente empleado con diversos propdsitos tales como la modificacion intramolecular de
proteinas (Perfetti et al., 1976; Torchilin et al., 1978), la formacion de enlaces intermoleculares
de proteinas para la mejora en la estabilidad de biomateriales empleados para implantes médicos
(Olde Damink et al., 1996; Slusarewicz et al., 2010), la preparacién de péptidos (Bartczak &
Kanaras, 2011), para la inmovilizacion de proteinas en resinas poliacrilicas (Qu et al., 2014), la
aminacion de los residuos carboxilicos de proteinas para su entrecruzamiento con glutaraldehido
(Galvis et al., 2012), entre otros. Sin embargo, nunca ha sido aplicado para la preparacién de
CLEAs con polimeros ionicos (polietileniminas) ademéas de que la mayoria de los reportes
existentes han sido realizados en un medio acuoso. El Unico trabajo que se asemeja al propuesto

en la presente tesis, llevd a cabo la preparacion de CLEAs de lacasas mediante el

58



Antecedentes

entrecruzamiento de los grupos carboxilos activados de éstas enzimas con EDC-NHS para su
entrecruzamiento con quitosano (Arsenault et al., 2011).

Como fuente de grupos amino para el entrecruzamiento, nuestra propuesta fue introducir
un polimero con numerosos grupos amino durante el proceso. Para ello se selecciond a la
polietilenimina (PEI) (Fig. 39) que es un polimero de etilenimina que se encuentra cargado
positivamente por debajo de su pKa = 9 (Ford & Yang, 2007). La PEI ha sido empleada como
agente de co-precipitacion durante la preparacion de CLEAs para mejorar el grado de
entrecruzamiento con glutaraldehido (Ldpez-Gallego et al., 2005a; Wilson et al., 2006a).
Ademas, se ha reportado que es capaz de brindar mayor estabilidad a las enzimas recubiertas con
éste polimero debido a la formacion de un microambiente cargado positivamente que evita el
contacto de los solventes orgénicos con la enzima resultando en mayor estabilidad en presencia
de los mismos (Cabrera et al., 2010; Montes et al., 2007; Pan et al., 2011).

e O

N N N
HzN/\\/ \/\H/\/ \/\;/\\/ v/\NHg
H2N/\,’N\/’\NH2

— —n

Figura 39. Estructura de la polietilenimina (PEI).

La PEI también es capaz de formar complejos polielectrolito-proteina unidos por
interacciones iénicas entre las cargas positivas de este polimero y los aminoacidos de las
proteinas cargados negativamente, lo que logra insolubilizar a las proteinas (Cooper et al., 2005).
Este tipo de complejos se han empleado con el fin de purificar enzimas ya que la interaccion
i6nica que los mantiene unidos es relativamente estable pero puede revertirse en presencia de
sales (Bassani et al., 2011). Asi mismo, también se ha empleado en la inmovilizacion de enzimas
por adsorcién a soportes de agarosa recubiertos de PEI, esta inmovilizacion desde luego también
es reversible al adicionar NaCl (Mateo et al., 2000b). Se ha reportado la adicion de polimeros
multiaminados a la reaccion de entrecruzamiento de proteinas con EDC en medio acuoso, para el
mejoramiento de biomatrices a base de colageno que es entrecruzado con EDC en presencia de
poli-L-lisina (Usha et al., 2012). Asi mismo se ha empleado a la PEI para el entrecruzamiento
con EDC de la superdxido dismutasa (SOD1) en presencia de polietilenglicol en medio acuoso.

Este Gltimo trabajo centra sus esfuerzos en mejorar la estabilidad de la SOD1 en su aplicacion
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directa para el tratamiento de la enfermedad del Parkinson (Klyachko et al., 2012). Sin embargo,
en el trabajo anterior, el entrecruzamiento no se empleé como método de inmovilizacion para
reutilizar la enzima, sino como estabilizador de la SOD1 en su aplicacion directa.

Por otro lado, la reaccion de activacion de los grupos carboxilo con EDC se ve favorecida
con solventes de bajas constantes dieléctricas (Pu et al., 2009) ademés de que el intermediario
carboxilo activado con EDC se vuelve mas estable en este tipo de solventes (Nam et al., 2008).
Dicho efecto es favorable para la preparacion de CLEAs via activacion de sus grupos carboxilo
con EDC-NHS cuando el medio de reaccion es un solvente organico.

Los CLEAs de diversas enzimas se han aplicado exitosamente en reacciones
enantioselectivas (Chmura et al., 2013; Gotor-Fernandez et al., 2012; Kartal & Kilinc, 2012;
Sheldon et al., 2013; Vaidya et al., 2012). Sin embargo, existen muy pocos reportes sobre el
efecto de las condiciones de preparacion de los CLEAs de lipasas y la enantioselectividad que
éstos presentan. Entre ellos, encontramos tres trabajos. EI primero de estos reporto el efecto de la
PEI y de la mezcla dextrano-PEI adicionados para la preparacién de CLEAs de las lipasas
CALB y la de Alcaligenes sp. entrecruzados con glutaraldehido en cuyos resultados reportan una
mejora en la enantioselectividad de dichos CLEAs en comparacion con la selectividad expresada
por las mismas enzimas en su forma nativa (Wilson et al., 2006a). Asi mismo, se ha encontrado
que los CLEAs de la CRL presentaron enantioselectividad independiente a su tamafio de
particula durante la resolucion de ibuprofeno racémico (Yu et al., 2006). En el tercero, se reporto
el marcado efecto que ejerce la concentracion del glutaraldehido en la enantioselectividad de los

CLEAs de la PCL durante la transesterificacion de citronelol racémico (Majumder et al., 2008).
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Justificacion

Las lipasas son probablemente las enzimas mas empleadas en la quimica organica ya que
pueden reconocer un gran rango de sustratos diferentes y son ampliamente usadas como
catalizadores regio-, acil-, quimio- y enantioselectivos en numerosas biotransformaciones
(Andualema & Gessesse, 2012; Ferreira-Dias et al.,, 2013; Hasan et al.,, 2006). La
enantioselectividad es una de las caracteristicas mas importantes de las lipasas que las convierte
en biocatalizadores finos, ya que la preparacion de enantidmeros puros de intermediarios quirales
es un paso clave en muchos procesos industriales relevantes. Sin embargo, la especificidad
enzimatica hacia sustratos no naturales, no siempre es tan alta como es requerido en los procesos
industriales (Palomo, 2009).

Ademas, a nivel industrial, las enzimas presentan varias desventajas ya que muchas veces
no son suficientemente estables bajo las condiciones de reaccién y en su forma libre no se
pueden reutilizar. La inmovilizacion de enzimas ha surgido como una alternativa que disminuye
la movilidad de las proteinas confiriéndoles mayor estabilidad en temperaturas extremas y
condiciones adversas de reaccion, ademas de permitirles su reutilizacion y adaptacion en los
procesos industriales (Adlercreutz, 2013; Guisan, 1988; Mateo et al., 2007b).

Hoy en dia existen muchos métodos de inmovilizacion, dentro de los cuales los que son
libres de soportes estdn ganando cada vez mayor importancia ya que éstos ofrecen la ventaja de
proveer de una alta produccion volumétrica, un bajo costo de produccién y también porque estan
compuestos sélo de proteina y pequefias cantidades de agentes de entrecruzamiento (Mateo et
al., 2004; Sheldon & Van Pelt, 2013). La adicion de enzimas inmovilizadas libres de soporte al
catalogo de herramientas disponibles para biocatalisis, ofrece varias ventajas con respecto a las
aplicaciones industriales tales como la simplicidad de preparacion, que se traduce en bajos
costos, corto tiempo de comercializacion, flexibilidad y un amplio alcance (Cao et al., 2003). Sin
embargo, las estructuras enzimaticas inmovilizadas sin soporte pueden presentar bajos niveles de
estabilidad mecéanica bajo condiciones de agitacion, sobre todo cuando los grupos reactivos de la
enzima involucrados en el entrecruzamiento son escasos. Tal es el caso de las lipasas, las cuales
presentan muy pocos residuos de lisina presentes en su superficie, lo que imposibilita su
entrecruzamiento con glutaraldehido que es el agente mayormente empleado.

Como solucion a esta problematica se propuso llevar a cabo la preparacion de agregados
enzimaticos entrecruzados (CLEAS) empleando grupos reactivos mas abundantes en la superficie
de las enzimas, como es el caso de los grupos carboxilo provenientes de los aminoacidos de los

acidos aspartico y glutamico. Para ello se llevd a cabo la construccion de biocatalizadores
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inmovilizados en forma de CLEAs empleando como agentes de entrecruzamiento polimeros
aminados que fungieran como brazo de unién mediante enlaces amida formados a partir de los
grupos carboxilo libres de las enzimas. En nuestro conocimiento, es la primera vez que se llevo a
cabo el tipo de entrecruzamiento propuesto en el presente proyecto para la preparacion de
CLEAs. Ademas, existen muy pocos estudios sobre el efecto del tamafio del agente de

entrecruzamiento y su efecto en las propiedades morfologicas y cataliticas de los CLEAs.
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Objetivos

General
Disefio, obtencion y caracterizacion de CLEAs de lipasas entrecruzados a través de sus
grupos carboxilo con polimeros multiaminados, que presenten mejor enantioselectividad,

estabilidad y actividad que sus contrapartes solubles y entrecruzadas con glutaraldehido.

Particulares

1. Estudiar la estabilidad de la CRL frente a diversas condiciones de pH, temperatura,
detergentes y presencia de otros compuestos requeridos para el entrecruzamiento.

2. Seleccionar un agente y condiciones de precipitacion de la CRL.

3. Establecer una metodologia de preparacion de CLEAS entrecruzados a través de sus grupos
carboxilo con polimeros multiaminados para obtener biocatalizadores activos, estables y
enantioselectivos para las reacciones modelo estudiadas.

4. Estudiar el efecto de las condiciones de preparacion de los CLEAs de la CRL (CRL-CLEAS)
sobre sus propiedades considerando como variables respuesta: actividad especifica, actividad
recuperada, tamafio, morfologia, termoestabilidad y enantioselectividad en la resolucién del
(S)-acido mandélico.

5. Obtener derivados inmovilizados de la CRL con diferente orientacion y microambientes sobre
soportes de agarosa.

6. Estudiar la estabilidad de los derivados de la CRL inmovilizados con y sin soportes bajo
condiciones desestabilizantes.

7. Aumentar la enantioselectividad de las diferentes preparaciones inmovilizadas de la CRL
mediante ingenieria del medio de reaccion.

8. Determinar el efecto de las modificaciones quimicas de la superficie de la CRL en la
enantioselectividad de la enzima inmovilizada con diferentes orientaciones.

9. Estudiar el desempefio de las diferentes preparaciones inmovilizadas de la CRL en la

hidrolisis del aceite de sardina para la produccion de &cidos grasos omega-3.
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6. HIPOTESIS



Hipotesis

El entrecruzamiento de lipasas a través de sus grupos carboxilo con polimeros aminados
permitira obtener CLEAs de lipasas mas estables, activos y enantioselectivos que sus

contrapartes entrecruzadas a través de sus grupos amino via glutaraldehido.

La combinacidn de estrategias de inmovilizacién, modificacién quimica e ingenieria del medio

de reaccion, permitirdn la mejora de la enantioselectividad y estabilidad de la lipasa de estudio.
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Materiales

7.1. Enzimas

En este trabajo se usaron lipasas de Candida rugosa (CRL) TVII en presentacion polvo,
Candida antarctica B (CALB) y Thermomyces lanuginosus (TLL) ambas en presentacion
liquida, todas de marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

7.2. Materiales

Los reactivos 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida
(NHS) fueron comprados en Pierce Scientific (Ciudad de México). Las polietileniminas (PEIS)
con diferente peso molecular (Mw) 1,300 (PEl; 3), 25,000 (PEl.s), 70,000 (PEl7o) y 750,000 Da
(PEl7s0), hexametilendiamina (DH), albumina sérica bovina (BSA), trioctanoina, p-
nitrofenilbutirato (pNPB), p-nitrofeniloctanoato (pNPO), solucion de glutaraldehido (25% en
agua), monohidrato del acido 2-morfolinoetanosulfonico (MES), ciclohexano, polietilenglicol
(PEG) Mn 600, Triton X-100, peryodato de sodio, borohidruro de sodio, epiclorhidrina,
tionaftaleno, glicidol, etanolamina, etilendiamina, glicerol, acidos (S) y (R) mandélico, (S) y (R)
1-feniletanol, mezcla racémica del 2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo (HFBE), (S) y (R) 2-hidroxi-
4-fenilbutirato de etilo, rac-1-feniletil acetato, acido docosahexaendico (DHA) y é&cido
eicosapentaenodico (EPA) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los
solventes grado HPLC como acetonitrilo (ACN) y metanol fueron de marca J.T. Baker. El acido
2-O-butiril-2-fenilacético (BFA) fue preparado siguiendo un protocolo previamente descrito
(Palomo et al., 2004). El soporte de agarosa activado con bromocianégeno (BrCN) fue comprado
en GE Health Care (Uppsala, Suecia). Los soportes de agarosa BCL (beads cross-linked) 6BCL
y octil 6BCL fueron comprados en ABT beads (Burgos, Espafia). El aceite de sardina fue donado

por la empresa BTSA Biotecnologias Aplicadas, S.L. (Madrid, Espafa).
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Métodos

8.1. Metodos de determinacion de la actividad lipasa por hidrolisis de ésteres de p-
nitrofenol

Medicién en celda (volumen del ensayo de 2.5 mL): La medicion de actividad lipasa se

Ilevéd a cabo por el método espectrofotométrico basado en la hidrolisis de ésteres de p-nitrofenol
(pNP). El sustrato p-nitrofenilbutirato (pPNPB) se preparé a una concentracion de 50 mM en
acetonitrilo. Como mezcla de reaccion, en una celda de 3 mL con un agitador magnético se
colocaron 20 pL de la solucion de pNPB en 2 mL de amortiguador de fosfato de sodio 25 mM
pH 7. Para iniciar la reaccion, se adicionaron 50-100 pL de solucion enzimatica 0 suspension de
CLEAs 06 50-100 mg de derivado inmovilizado en soporte. La actividad se determind midiendo
el incremento en la absorbancia a 348 nm a 25°C durante 5 min contra un blanco sin enzima en
un espectrofotometro UV-VIS marca Shimadzu® (modelo UV-mini-1240) equipado con un
dispositivo de agitacion magnética. Asi mismo, se realizé una curva patron de p-nitrofenol en las
mismas condiciones. Se definid una unidad (U) como la cantidad de enzima necesaria para
liberar 1 umol de p-nitrofenol por minuto.

Medicién en multipozos (volumen del ensayo de 150 ul): como sustrato se empled p-

nitrofeniloctanoato (pNPO) 10 mM en 2-propanol. Se mezclé el sustrato 1:9 con amortiguador
de fosfato de sodio 100 mM (pH 7). En este paso se incorpord 0.25% p/v de polivinil alcohol
(PVA). Se colocaron 100 pL de la mezcla en cada pozo (3 réplicas). La reaccion se inicio
adicionando a cada pozo 50 pL de extracto enzimatico liquido o0 suspension de CLEAS
apropiadamente diluidos. Inmediatamente después se colocé la celda multipozos en el equipo
lector de microplatos (ELx808TM BioTek®) y se midio la absorbancia a 405 nm a 30°C cada 20
s contra un blanco sin enzima durante 10 min agitando 5 s antes de cada lectura. Asi mismo, se
realiz6 una curva patrén de pNP en las mismas condiciones. Se defini6 una unidad (U) como la

cantidad de enzima necesaria para liberar 1 umol de pNP por minuto.

8.2. Andlisis de proteina
8.2.1. Cuantificacion de proteina

La determinacion de proteina de las diferentes preparaciones enzimaticas solubles se
determindé empleando el método de Bradford (Bradford, 1976) empleando albimina sérica

bovina (BSA) como estandar.
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8.2.2. Separacion de proteinas por electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE)

Para llevar a cabo la separacion de proteinas de acuerdo a su movilidad electroforética en
condiciones desnaturalizantes, se emplearon geles de poliacrilamida (9 x 6 cm) de 5% y 12% de
polimerizacion en las zonas de concentracion y separacion, respectivamente (Laemmli, 1970). El
tratamiento de las muestras se llevo a cabo haciendo una mezcla de 50 uL de una suspension de
CLEAs 6 solucion de la CRL (30-40 mg/mL de proteina) con el mismo volumen de un
amortiguador de ruptura (Tris-HCL 62.5 mM pH 6.8, 2% sodio-dodecil sulfato (SDS), 5% -
mercaptoetanol, 5% glicerol, 120 pg/mL de azul de bromofenol). A continuacion, las muestras
fueron hervidas durante 5 min. Terminado el tratamiento térmico se centrifugd 2 min a 8000
rpm. Posteriormente 15 pL del sobrenadante fueron colocados en cada pozo del gel de
poliacrilamida. La separacion de las proteinas se llevé a cabo bajo un voltaje constante de 150 V
a 25°C empleando un equipo Mini Protean 3 (BIORAD). Para la revelacion de los geles se
emple6 azul brillante de Coomassie R-250.

8.3. Estabilidad de la lipasa de Candida rugosa

Durante la preparacion y el desarrollo de las diversas metodologias de inmovilizacion de la
CRL fue necesario establecer el efecto de los diferentes compuestos y condiciones de reaccion a
los que fue expuesta la enzima durante los procesos de inmovilizacion. Por este motivo se evalud
el efecto en la actividad de la CRL bajo las condiciones de reaccion descritas a continuacion.
8.3.1. Efecto de la concentracion EDC-NHS

En tubos Eppendorf de 2 mL se colocaron 5 mg de BSA méas 10 mg de la CRL ambas en
polvo. Luego, se adicionaron gota a gota y con agitacion en vortex 200 puL de EDC-HCI disuelto
en ACN a diferentes concentraciones (soluciones reposadas 60 min antes de su aplicacion).
Pasados 5 min se agregaron gota a gota y con agitacion en vortex 75 puL de NHS disuelto en
ACN (empleando una relacion molar EDC/NHS = 1). Pasados 5 min se adicionaron gota a gota y
con agitacion en vortex 25 uL de ACN y se dejaron reaccionar por 1 h a 25°C y 1000 rpm.
Terminado el tiempo se adicionaron 1.5 mL de ACN vy se centrifugé a 12000 rpm por 5 min
descartando el sobrenadante. El precipitado se resuspendio en 1.125 mL de hidroxilamina
(empleando una concentracion molar EDC/Hidroxilamina de 1:5) en amortiguador de fosfatos-
NaCl pH 7 (0.1 M y 0.5 M, respectivamente) y se dejaron reaccionar por 1 h a 25°C y 1000 rpm.

Posteriormente, se midio la actividad residual con pNPO.
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8.3.2. Efecto de la concentracion de PEI; 3

En tubos Eppendorf de 2 mL se colocaron 100 pL de solucion de la CRL (75 mg
preparacion comercial/mL amortiguador MES 0.1 M pH 5). Luego, se adicionaron gota a gota y
con agitacion en vortex 840 uL de una mezcla de ACN/amortiguador MES 0.1 M pH 5 (65:35
v/v). Posteriormente, se adicionaron 30 puL de una solucion acuosa de PEl; 3 a diferentes
concentraciones. Se dejaron reaccionar por 1 h a 25°C y 1000 rpm. Terminado el tiempo se
centrifugd a 12000 rpm por 5 min descartando el sobrenadante. El precipitado se resuspendio en
970 uL de amortiguador de fosfatos-NaCl pH 7 (0.1 M y 0.5 M, respectivamente) y se midio la
actividad residual con pNPO.

8.3.3. Efecto del Triton X-100 sobre la actividad de la CRL

A una solucién de la CRL (1 mg de preparacion comercial/mL de amortiguador de fosfatos
25 mM pH 7) se le determin6 su actividad como en 8.1. en celda de 3 mL a diferentes
concentraciones de Triton X-100. Para cada concentracion de Triton X-100 probada, el
amortiguador de la mezcla de reaccion ya contenia una concentracion determinada del detergente
(0.001, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 y 1% p/v).

8.3.4. Estabilizacién de la CRL en presencia de polioles a pH 10

Polioles empleados: Solucion de PEG 600 al 30% v/v en amortiguador bicarbonato de
sodio 100 mM pH 10, al finalizar se ajusté el pH a 10. Solucién de glicerol: 15 mL glicerol 85%
méas 35 mL de amortiguador de bicarbonato de sodio 100 mM pH 10, no hubo necesidad de
ajustar el pH. Solucién de dextrano: 5 g de dextrano de Leuconostoc mas 50 mL de amortiguador
de bicarbonato de sodio 100 mM pH 10, no hubo necesidad de ajustar el pH.

En frascos de plastico de 20 mL se colocaron 1.1 mg de preparacién comercial de la CRL a
los que se adicionaron 15 mL de solucién acuosa del poliol a 4°C. Inmediatamente se midio la
actividad inicial con pNPB. Se mantuvieron a 4°C durante diferentes tiempos de incubacion (1
min, 5min, 1 h, 2 h, 4 hy 26 h). Se determind la actividad residual con pNPB para cada tiempo.
8.3.5. Estabilizacion de la CRL en presencia de PEG a pH 10

En frascos de plastico de 20 mL se colocaron 1.1 mg de preparacion comercial de la CRL a
los que se adicionaron 15 mL de solucion acuosa de PEG enfriada a 4°C a diferentes
concentraciones (10, 20, 30, 40 y 50% v/v). Inmediatamente se midié actividad inicial con
pPNPB. Se mantuvieron a 4°C durante diferentes tiempos de incubacién (1 min, 5min, 1 h, 2 h, 4

h'y 26 h). Se determind la actividad residual con pNPB para cada tiempo. La solucion madre de
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PEG se preparé mezclando 15 mL de PEG 600 con 35 mL de amortiguador de bicarbonato de
sodio 100 mM pH 10, a la que se ajusto el pH a 10.

8.4. Agentes y condiciones de precipitacion de la CRL

Para la precipitacion de la CRL se emple6 una metodologia basada en los reportes de
Lopez-Serrano et al. (2002) y Schoevaart et al. (2004). En un tubo Eppendorf de 2 mL se
afiadieron 100 uL de una solucion de enzima (75 mg preparacion comercial/mL de amortiguador
de fosfato de sodio 100 mM pH 7) a los que se adicionaron 900 pL de agente precipitante en la
dilucion adecuada (tert-butanol, acetonitrilo 6 solucion saturada de sulfato de amonio en el
mismo amortiguador). Se mantuvo en constante agitacion a 1200 rpm durante 30 min a 4°C.
Después se centrifugd a 10000 rpm por 5 min. Se midi6 actividad con pNPO al sobrenadante y al

precipitado resuspendido en el mismo amortiguador.

8.5. Estudio y desarrollo de la metodologia de entrecruzamiento de la CRL con
polietileniminas
8.5.1. Efecto del tiempo de incubacion de la solucién de EDC-HCI

Se prepard una solucién de EDC-HCI en acetonitrilo (120 y 120 mM respectivamente) que
fue agregada inmediatamente a un tubo Eppendorf de 2 mL que contenia 10 mg de BSA en
polvo (tiempo de reposo 0 min). Se dejo reaccionando por 30 min a 25°C y 8 rpm. Pasado el
tiempo de reaccién se agregaron 1.125 mL de amortiguador MES-NaCl pH 6 (0.1 M y 0.5 M,
respectivamente) y se agitd 30 s en vortex. Se centrifugé a 10000 rpm por 5 min. Finalmente, se
midié la proteina del sobrenadante con la metodologia descrita en 8.2.1. Se repitié la misma
metodologia para los tiempos de reposo (5, 10, 20, 40, 60 y 80 min).
8.5.2. Efecto de la concentracion de agua durante el entrecruzamiento de BSA en un
sistema acetonitrilo/agua

En tubos Eppendorf de 2 mL se pesaron 10 mg de BSA en polvo. Después se adicionaron
60 uL de mezcla de amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7 con ACN (10, 20, 30, 40, 50 6 60
uL de amortiguador més 50, 40, 30, 20, 10 ¢ 0.0 uL de ACN respectivamente) y se agité hasta
tratar de homogeneizar todo. Posteriormente, se agregaron gota a gota 30 uL de PEl; 3(3.2 g/mL
concentracion final) en ACN. Pasados 45 min después de agregar la PEI; 3, se adicionaron, gota
a gota, 30 uL de EDC-HCI (124 mM en ACN concentracion final, reposado 60 min antes de su
aplicacion). Pasados 5 min se adicionaron rapidamente 10 uL de NHS (124 mM en ACN

74



Métodos

concentracion final). Se dejaron reaccionar a 25°C y 8 rpm durante 30 min. Pasado el tiempo se
centrifugo a 10000 rpm por 5 min y se descarté el sobrenadante. El precipitado se resuspendié en
1.125 mL de amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7. Posteriormente, se centrifugé a 10000 rpm
por 5 min y se midio proteina al sobrenadante como en 8.2.1.

8.5.3. Efecto de la concentracion de PEI en el entrecruzamiento de BSA en medio acuoso y
en acetonitrilo/agua (80:20 v/v)

En tubos Eppendorf de 2 mL se colocaron 10 mg de BSA en polvo. Se adicionaron 200 pL
de amortiguador de fosfatos-NaCl pH 7 (0.1 My 0.5 M, respectivamente) y después se agito en
vortex hasta tratar de disolver toda la BSA. Luego, se adicionaron 1.8 mL de ACN para
precipitar la BSA. Después, se centrifugd a 10000 rpm por 5 min descartando el sobrenadante.
Posteriormente, se adicionaron 50 uL de PEIl; 3 (en agua 6 en una mezcla 65:35 ACN/agua). Se
dejaron reposar sin agitacion durante 45 min. Pasado el tiempo se adicionaron 50 uL de EDC-
HCI 1.6 M en ACN (reposado 60 min antes de su aplicacion) 6 en agua (sin reposo). Pasados 5
min se adicionaron 20 uL de NHS 2 M en ACN 0 en agua. Se dejaron reaccionar por 30 min a 8
rpm y 25°C. Terminado el tiempo de reaccion se resuspendid adicionando amortiguador de
fosfatos-NaCl pH 7 para llevarlo a un volumen final de 1.125 mL. Posteriormente, se centrifugo
por 5 min a 10000 rpm. Finalmente, se midié proteina al sobrenadante como en 8.2.1.

8.5.4. Disefio factorial para la evaluacion del efecto de la concentracion de EDC y PEI en la
efectividad de entrecruzamiento y el tamafio de los agregados proteinicos entrecruzados de
BSA

En tubos Eppendorf de 2 mL con 10 mg de BSA en polvo se adicionaron gota a gota con
agitacion en vortex 50 pL de PEl; 3192, 127 y 64 g/L (disueltos en una mezcla 65:35 ACN/agua)
y se dejaron reposar 45 min. Después, se adicionaron gota a gota 50 uL. de EDC-HCI 900, 600 6
300 mM en ACN (reposado 60 min antes de su aplicacién). Pasados 5 min después de adicionar
el EDC-HCI se agregaron de inmediato 20 pL de NHS 1125, 750 6 375 mM en ACN. Se dejaron
reaccionar a 25°C durante 30 min a 8 rpm. Pasado el tiempo se adicionaron 900 puL de ACN y se
centrifugo a 10000 rpm por 5 min, desechando el sobrenadante. El precipitado se resuspendi6 en
1.125 mL de amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7. Se agit6 30 s en vortex y se volvid a
centrifugar a 10000 rpm por 5 min. Se midi6 proteina al sobrenadante como en 8.2.1.
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8.5.5. Efecto de la concentracion de PEIl; 3 en el entrecruzamiento de los CRL-CLEAs en
acetonitrilo

En tubos Eppendorf de 2 mL se colocaron 1 mg de BSA mas 10 mg de la CRL ambas en
polvo. Luego, se adicionaron gota a gota y con agitacion en vortex 200 uL de EDC-HCI (5 mM
en ACN concentracion final reposado 60 min antes de su aplicacion). Pasados 5 min se
agregaron gota a gota y con agitacion en vortex 75 uL de NHS (5 mM en ACN concentracion
final). Pasados 5 min se adicionaron gota a gota y con agitacion en vortex 25 uL de PEl; 3 en
agua destilada y se dejaron reaccionar por 30 min a 25°C y 1000 rpm. Terminado el tiempo se
adicionaron 1.5 mL de ACN y se centrifug6 a 12000 rpm por 5 min descartando el sobrenadante.
El precipitado se resuspendié en 1.125 mL de hidroxilamina en amortiguador MES-NaCl pH 5
(0.1 M y 0.5 M, respectivamente) y se dejaron reaccionando por 30 min a 25°C y 1000 rpm.
Pasado el tiempo se centrifug6 a 12000 rpm por 5 min y se midi6 actividad al sobrenadante y al
precipitado lavado 3 veces con 1 mL de amortiguador MES-NaCl pH 5, el cual fue resuspendido
finalmente en 1.125 mL de amortiguador fosfatos 100 mM pH 7.
8.5.6. Efecto de la concentracion de EDC-NHS en el entrecruzamiento de los CRL-CLEAS
con PEI; 3 en acetonitrilo

En tubos Eppendorf de 2 mL se colocaron 1 mg de BSA mas 10 mg de la CRL ambas en
polvo. Luego, se adicionaron gota a gota y con agitacion en vortex 200 uL de EDC-HCI (46, 23,
12 y 8 mM en ACN) reposado 60 min antes de su aplicacién. Pasados 5 min se agregaron gota a
gota y con agitacién en vortex 75 puL de NHS (125, 62, 31y 22 mM en ACN). Después de 5 min
se adicionaron gota a gota y con agitacion en vortex 25 uL de PEI; 3 en agua destilada para una
concentracion final de 3 g/L y se dejaron reaccionar por 30 min a 25°C y 1000 rpm. Terminado
el tiempo se adicionaron 1.5 mL de ACN Yy se centrifugd a 12000 rpm por 5 min descartando el
sobrenadante. El precipitado se resuspendio en 1.125 mL de hidroxilamina (42, 21, 10 y 7 mM)
en amortiguador MES-NaCl pH 5.0 (0.1 y 0.5 M respectivamente) y se dejaron reaccionando por
30 min a 25°C y 1000 rpm. Pasado el tiempo se centrifugdé a 12000 rpm por 5 min y se midid
actividad al sobrenadante y al precipitado lavado 3 veces con 1 mL de amortiguador MES-NaCl
pH 5, el cual fue resuspendido finalmente en 1.125 mL de amortiguador de fosfatos 100 mM pH
7.
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8.5.7. Efecto de la concentracion de BSA en el entrecruzamiento de los CRL-CLEAs con
PEI; 3 en acetonitrilo

En tubos Eppendorf de 2 mL se colocaron 10 mg de la CRL més BSA ambas en polvo (1,
3y 5 mg). Después, se adicionaron 100 uL de ACN. Posteriormente, se adicionaron gota a gota
y con agitacion en vortex 100 uL de EDC-HCI (78 mM en ACN reposado 60 min antes de su
aplicacién). Pasados 5 min se agregaron gota a gota y con agitacion en vortex 75 uL de NHS 104
mM en ACN. Pasados 5 min se adicionaron gota a gota y con agitacién en vortex 25 uL de
PEI1 3 (a una concentracion final de 3.5 g/L en agua destilada) y se dejaron reaccionar por 30 min
a 25°C y con una agitacion de1000 rpm. Terminado el tiempo se adicionaron 1.5 mL de ACN y
se centrifugd a 12000 rpm por 5 min descartando el sobrenadante. El precipitado se resuspendio
en 1.125 mL de hidroxilamina (37.4 mM) en amortiguador MES-NaCl pH 5.0 (0.1 y 0.5 M
respectivamente) y se dejaron reaccionando por 30 min a 25°C y 1000 rpm. Pasado el tiempo se
centrifugd a 12000 rpm por 5 min y se midio actividad al sobrenadante y al precipitado lavado 3
veces con 1 mL de amortiguador MES-NaCl pH 5, el cual fue resuspendido finalmente en 1.125
mL de amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.
8.5.8. Efecto de la concentracion de trioctanoina en el entrecruzamiento de los CRL-
CLEAs con PEI; 3 en acetonitrilo

En tubos Eppendorf de 2 mL se colocaron 1 mg de BSA méas 10 mg de la CRL ambas en
polvo. Después se adicionaron 100 uL de trioctanoina en ACN y se dejaron reposando 60 min a
4°C. Posteriormente, se adicionaron gota a gota y con agitacion en vortex 100 uL de EDC-HCI
78 mM en ACN (reposado 60 min antes de su aplicacion). Pasados 5 min se agregaron gota a
gota y con agitacion en vortex 75 uL de NHS 104 mM en ACN. Pasados 5 min se adicionaron
gota a gota y con agitacion en vortex 25 uL de PEl; 3 en agua destilada (a una concentracién
final de 3.5 g/L) y se dejaron reaccionar por 30 min a 25°C y 1000 rpm. Terminado el tiempo, se
adicionaron 1.5 mL de ACN y se centrifug6 a 12000 rpm por 5 min descartando el sobrenadante.
El precipitado se resuspendio en 1.125 mL de hidroxilamina (37.4 mM) en amortiguador MES-
NaCl pH 5.0 (0.1 y 0.5 M respectivamente) y se dejaron reaccionando por 30 min a 25°C y 1000
rpm. Pasado el tiempo se centrifugo a 12000 rpm por 5 min y se midi6 actividad al sobrenadante
y al precipitado lavado 3 veces con 1 mL de amortiguador MES-NaCl pH 5, el cual fue

resuspendido finalmente en 1.125 mL de amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.
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8.5.9. Efecto de la concentracion de EDC-NHS en el entrecruzamiento de los CRL-CLEAs
con PEIl;3 en medio acuoso empleando como agente precipitante 64% p/v de sulfato de
amonio

Preparacion de la solucion de enzima: en tubos Falcon de 15 mL se colocaron 300 mg de la
CRL mas 6 mg de BSA y se adicionaron 6 mL de amortiguador MES 100 mM pH 5 (50 mg
CRL /mL). Se centrifug6é a 3750 rpm por 5 min. Se traspasé a tubos Eppendorf de 2 mL para

centrifugar a 14000 rpm por 5 min y descartar el precipitado.

Se colocaron 500 pL de solucion de enzima en tubos Eppendorf de 2 mL. Se adicionaron
300 mg de sulfato de amonio sélido y se agitaron hasta disolver el sulfato de amonio. Después se
adicionaron 500 pL de solucion de sulfato de amonio (60% en amortiguador MES 100 mM pH
5). Luego, se agregaron 50 uL de EDC en amortiguador MES 100 mM pH 5 y se agitd. Pasados
5 min, se adicionaron 50 uL de NHS 1 M en amortiguador MES 100 mM pH 5 vy agito.
Posteriormente, pasados 5 min se adicionaron 50 uL PEl;3 (2 g/L en agua). Se dejo
reaccionando 30 min a 25°C con agitacion a 1000 rpm. Pasado el tiempo, se centrifugd a 10000
rpm por 5 min. Se reviso que no se hubieran formado dos fases liquidas inmiscibles. Se midid la
actividad al sobrenadante y descarté el restante del sobrenadante. Después se resuspendié el
precipitado en 1 mL de amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7. A continuacion se centrifugé a
10000 rpm por 5 min y se midié la actividad al sobrenadante que también fue desechado. El
precipitado fue resuspendido en amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7 y se lavo 3 veces mas
(con 1 mL de amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7). Finalmente, se midi6 actividad al
precipitado.
8.5.10. Preparacion de CLEAs de las lipasas CALB y TLL entrecruzadas con PEl; 3 en
acetonitrilo

A tubos Eppendorf de 2 mL que contenian el precipitado de 360 ulL de preparacion
comercial de la CALB o la TLL (precipitado con ACN) se agregaron 20 pL de PEl; 3 (a una
concentracion final de 520 mg/L) en ACN/amortiguador de fosfatos (para preparar esta solucion
se incorpord amortiguador de fosfatos al ACN para que en el volumen de reaccion hubiera 20%
de amortiguador). Se dejaron en reposo por 45 min y se adicionaron 20 uL de EDC-HCI (a una
concentracion final de 448 mM en ACN reposado 60 min antes de su aplicacion). Pasados 5 min
se adicionaron 10 uL de NHS (a una concentracion final de 448 mM en ACN). Se dejaron
reaccionar a 25°C por 30 min bajo agitacion a 1000 rpm. Pasado el tiempo, se adicionaron 800

uL de ACN y se centrifugo a 10000 rpm por 5 min descartando el sobrenadante. El precipitado
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se resuspendid en 1.125 mL de hidroxilamina (a una relacién molar 5 veces mayor a la de EDC)
en amortiguador MES-NaCl pH 5.0 (0.1 y 0.5 M respectivamente) y se dejaron reaccionando por
30 min a 25°C y 1000 rpm. Pasado el tiempo, se centrifugd a 12000 rpm por 5 min y se midio
actividad al sobrenadante y al precipitado lavado 3 veces con 1 mL de amortiguador MES-NaCl
pH 5, el cual fue resuspendido finalmente en 1.125 mL de amortiguador fosfatos 100 mM pH 7.
8.6. Efecto de diferentes condiciones de preparacion en las propiedades de los CRL-CLEAs

En esta etapa se prepararon diferentes CRL-CLEAs para lo cual se modificaron 3 factores
durante su preparacion: 1) la cantidad de BSA adicionada durante el entrecruzamiento (0, 10, 30
0 50 mg), 2) el grado de entrecruzamiento de la enzima, modificando la concentracién de EDC-
NHS (13, 20, 28, 35 y 40 mM) y 3) la longitud de cadena del agente de entrecruzamiento (DH 6
PEIl; 36 PEls 6 PEl; 6 PEl+s). Las variables respuesta evaluadas para los diferentes CRL-CLEAS
preparados fueron: actividad especifica, actividad recuperada, tamafio, morfologia,
termoestabilidad a 50°C y enantioselectividad sobre el acido 2-O-butiril-2-fenilacético. Los
CLEAs que mostraron mejores caracteristicas cataliticas, fueron comparados con CRL-CLEAS
entrecruzados por sus grupos amino mediante entrecruzamiento con glutaraldehido (amino-
CLEAs). Ambos CLEAs (amino- y carboxilo-) fueron preparados bajo condiciones de reaccion
muy similares.
8.6.1. Inmovilizacién de la CRL en forma de CLEAS por entrecruzamiento de sus grupos
carboxilo con polietileniminas

En tubos cénicos Falcon de 15 mL se colocaron 100 mg de la CRL mas BSA (0, 10, 30 6
50 mg) ambas en polvo. A dicha mezcla se adicionaron 2 mL de una solucion de trioctanoina en
acetonitrilo (0.2 mg/mL) y se mantuvieron en un bafio de hielo durante 1 h a 4°C.
Posteriormente, se adicionaron gota a gota 250 puL de EDC disuelto en acetonitrilo (para
solubilizar el EDC en acetonitrilo; se adicion0 &cido clorhidrico en una relacion molar 1:1; esta
solucion fue preparada 1 h antes de su aplicacién y mantenida a temperatura ambiente). Después
de 5 min de reaccion, se adicionaron gota a gota 250 puL de NHS disuelto en acetonitrilo, y se
mantuvo bajo agitacion con vortex durante 5 min (el EDC y el NHS se adicionaron siempre a la
misma concentracion molar). A continuacion, se adicionaron gota a gota 250 pL del agente de
entrecruzamiento disuelto en agua destilada (DH 6 PEl13 6 PEl;s 0 PElg 0 PEls) a una
concentracion final de 3 g/L y se dejaron reaccionar por 30 min a 25°C y 750 rpm.
Posteriormente, la mezcla fue centrifugada a 10000 rpm a 4°C por 5 min y se descarto la fase

organica. Para regenerar las posibles tirosinas modificadas por accion del EDC, el precipitado
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fue resuspendido en 10 mL de una solucion de hidroxilamina disuelta en amortiguador MES-
NaCl (0.1 y 0.5 M, respectivamente) pH 5 (la concentracion de hidroxilamina fue siempre 5
veces mayor a la concentracion de EDC empleada) y se dejé reaccionar por 1 h a 25°C y 750
rpm. Terminado el tratamiento, los CLEAs fueron nuevamente centrifugados a 10000 rpm por 5
min a 4°C y lavados 3 veces mas (10 mL por lavado) con amortiguador MES-NaCl
respectivamente para remover el EDC, el NHS y la hidroxilamina remanentes. Finalmente,
fueron suspendidos en amortiguador de fosfatos 25 mM pH 7 y almacenados a -20°C.
8.6.2. Inmovilizacion de la CRL en forma de CLEAS por entrecruzamiento de sus grupos
amino con glutaraldehido

En tubos cdnicos Falcon de 15 mL se colocaron 100 mg de la CRL méas 10 mg de BSA
ambas en polvo. A dicha mezcla se adicionaron 2 mL de una solucién de trioctanoina en
acetonitrilo (0.2 mg/mL) y se mantuvieron en un bafio de hielo durante 1 h a 4°C.
Posteriormente, se adicionaron simultaneamente 750 pL de glutaraldehido (56 mM disuelto en
acetonitrilo) y 250 pL de PEI; 3 (3 g/L solucion acuosa). Se dejaron reaccionar por 30 min a 25°C
y 750 rpm. Posteriormente, la mezcla fue centrifugada a 10000 rpm a 4°C por 5 min y se
descarto la fase orgénica. El precipitado fue resuspendido en 10 mL de amortiguador MES-NaCl
(0.1 y 0.5 M, respectivamente) a pH 5. Después los CLEAs fueron centrifugados a 10000 rpm
por 5 min y lavados 3 veces mas con el mismo volumen de amortiguador MES-NaCl.
Finalmente, fueron suspendidos en amortiguador de fosfatos 25 mM pH 7 y almacenados a -
20°C.
8.6.3. Termoestabilidad

La termoestabilidad de los CLEAs, asi como la de los derivados de la CRL en soportes de
agarosa, se midi6 en amortiguador acuoso (25 mM de fosfato de sodio, pH 7) en condiciones de
agitacion (200 rpm) a 50°C durante 22 horas (o0 hasta haber alcanzado por lo menos el 50% de
pérdida de la actividad). En el caso de los CLEAS, se emplearon 2 mL de una suspension con 30-
40 pg de proteina/mL; y en el caso de los derivados en soporte una suspension de 200 mg de
derivado en 2 mL de amortiguador fosfatos 25 mM pH 7. Se midid la actividad hidrolitica
residual como en 8.1 (pbNPB). La actividad residual se calculé como el coeficiente de la actividad
después de cada tratamiento entre la actividad inicial de cada muestra multiplicado por 100.
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8.6.4. Morfologia de los CLEAs

La morfologia y tamafio de los CLEAs se determind mediante micrografias de escaneo
electrénico de suspensiones de CLEASs en agua destilada empleando un microscopio de escaneo
electrénico marca Hitachi TM-1000 (SEM).
8.6.5. Estabilidad en solventes organicos

Para determinar la estabilidad de los CLEAs en solventes organicos, asi como la de los
derivados de la CRL en soportes de agarosa, 2 mL de una suspension del biocatalizador (en el
caso de los CLEAs 30-40 pg de proteina/mL; y en el caso de los derivados en soporte una
suspension de 200 mg de derivado en 2 mL de amortiguador fosfatos 25 mM pH 7) se
adicionaron a 2 mL de solvente organico (ciclohexano 6 etanol) y se incub6 por 160 h a 25°C (o
hasta alcanzar por lo menos 50% de pérdida de la actividad). Se midié la actividad residual como
en 8.1 (pNPB) tomando alicuotas de 50 pL de cada muestra. La actividad residual se calculd
como el coeficiente de la actividad después de cada tratamiento entre la actividad inicial de cada

muestra multiplicado por 100.

8.7. Preparacioén de derivados inmovilizados de la CRL sobre soportes de agarosa

Durante esta etapa se prepararon diferentes derivados de la CRL inmovilizados sobre
soportes de agarosa 6BCL los cuales permitieron la inmovilizacion de la enzima con diferentes
orientaciones. Para ello se emplearon soportes de agarosa activados con grupos: 1) bromo
ciandégeno (BrCN-agarosa), 2) Glioxilo (Glioxil-agarosa), 3) monoamino-N-aminoetilo
(MANAE-agarosa), 4) monoamino-N-aminoetil con glutaraldehido (MANAE-GA-agarosa), 4)
octilo (octil-agarosa) y 5) naftilo (naftil-agarosa).
8.7.1. Inmovilizacion de la CRL sobre soporte BrCN — agarosa

Previo al procedimiento de inmovilizacion, el soporte comercial fue activado afiadiendo 0.5
g de soporte seco a 5 mL de agua acidificada con acido clorhidrico a pH 2. La mezcla se mantuvo
en agitacion suave en un mezclador de palas durante 15 min a 25°C. Finalmente, se filtrd con un
embudo Buchner de vidrio marca POBEL equipado con una placa perforada del No. 2 y se utilizd
inmediatamente.

La inmovilizacion de la CRL por union covalente del amino terminal se llevo a cabo
siguiendo una metodologia previamente descrita (Mateo et al., 2005). Para ello, 10 mL de una
solucion de la CRL (1, 10 6 100 mg de preparacion comercial en 10 mL de amortiguador de

fosfatos 25 mM pH 7 con 0.05% p/v de Triton X-100) fueron afiadidos a 1 g de agarosa activada
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con bromo cianégeno (BrCN-agarosa). El uso del detergente fue para evitar la inmovilizacion de
dimeros lipasa-lipasa (Wilson et al., 2006b). Esta suspension se mantuvo bajo agitacion suave en
un mezclador de rodillos a 4°C. Después de 7 min de reaccion, la inmovilizacion fue detenida por
filtracion empleando un embudo Buchner de vidrio marca POBEL equipado con una placa
perforada del No. 2. Para bloguear los grupos bromo ciandgeno libres remanentes en el soporte,
el derivado filtrado fue suspendido en 10 mL de etanolamina 1 M a pH 7 e incubado por 2 h a
4°C. A continuacién, la preparacion fue filtrada y lavada con 10 volumenes de agua destilada y
finalmente enjuagada con amortiguador de fosfatos 25 mM pH 7 para remover el detergente y la
etanolamina. Finalmente se filtrd y almaceno a 4°C.
8.7.2. Inmovilizacién de la CRL sobre soporte octil — agarosa

En base a reportes previos (Bastida et al., 1998), la inmovilizacion de la CRL por adsorcion
hidrofobica de la lipasa sobre el soporte se realiz6 afiadiendo 10 mL de una solucién de la CRL
(1, 10 6 100 mg de preparacion comercial en 10 mL de amortiguador de fosfatos 25 mM pH 7) a
1 g de octil-agarosa. En este caso no se emple6 detergente ya que éste evita la adsorcion de la
lipasa en el soporte hidrofébico. Esta suspension se mantuvo bajo agitacion suave en un
mezclador de rodillos a 25°C. Se sigui6 el curso de la inmovilizacion midiendo la actividad en el
sobrenadante y en la suspension cada 30 min hasta alcanzar el 100 % de adsorcién de la enzima
en el soporte (aproximadamente 1 h a cargas bajas y 4 h a cargas altas) reflejado en la pérdida de
actividad en el sobrenadante. Asi mismo, se midid la actividad de un control de enzima en las
mismas condiciones de inmovilizacion pero sin el soporte, para calcular la pérdida de actividad
debida a las condiciones y tiempo de reaccion. La inmovilizacion fue detenida por filtracion
empleando un embudo Buchner de vidrio marca POBEL equipado con una placa perforada del
No. 2. El derivado fue filtrado y lavado con 10 volimenes de amortiguador de fosfatos 25 mM
pH 7'y finalmente enjuagado con el mismo amortiguador para ser almacenado a 4°C.
8.7.3. Inmovilizacién de la CRL sobre soporte Naftil — agarosa

Como primera parte se prepar6 el soporte de agarosa activado con grupos naftilo (naftil-
agarosa). El procedimiento constd de dos pasos: 1) activacion de agarosa con grupos epoxido y
2) activacion de los grupos epoxido con grupos naftilo. Para preparar la epoxi-agarosa se empled
una metodologia previamente reportada (Mateo et al., 2000a), que consisti0 en preparar una
suspension de agarosa (55 g lavada con agua destilada y filtrada) en acetona (80 mL). A dicha
suspension se adicionaron 220 mL de una solucion acuosa de NaOH 1 M, seguida de la adicion

de 1 g de borohidruro de sodio. La mezcla se coloco en un bafio de hielo y lentamente se le
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gotearon 55 mL de epiclorhidrina. Se mantuvo agitado con un mezclador de palas durante 16 h a
25°C. Al terminar, se enjuago con abundante agua destilada. Una vez obtenida la epoxi-agarosa,
se procedid a activar los grupos epoxido con grupos naftilo (Smyth et al., 1978). El
procedimiento consistié en preparar una suspension de 10 g de epoxi-agarosa en 100 mL de
tionaftaleno 15 mM en una mezcla agua/dimetilsulfoxido (20:80). Esta suspension se mantuvo
agitado con un mezclador de palas durante 2 h a temperatura ambiente. Finalmente, se lavo 10
veces con 100 mL en cada lavado, de una solucion agua/acetona (20:80). Una vez preparada la
naftil-agarosa, se procedié a inmovilizar con el mismo procedimiento que en 8.7.2. pero
empleando el soporte preparado previamente. Los tiempos de inmovilizacion fueron desde 20
min para la carga mas baja, hasta 2 h para la carga mas alta.
8.7.4. Inmovilizacion de la CRL sobre soporte glioxil — agarosa

Se comenzd con la preparacion del soporte de agarosa activado con grupos glioxilo
(glioxil-agarosa) la cual constd de 2 pasos: 1) activacion de los grupos hidroxilo de la agarosa
con grupos glicerilo (gliceril-agarosa) y 2) activacion de los grupos glicerilo en grupos glioxilo
(glioxil-agarosa) (Guisan, 1988). El primer paso partio de 105 g de agarosa (filtrada y lavada con
agua destilada) a los que se adicionaron 30 mL de agua destilada. A dicha suspension se
adicionaron 50 mL de NaOH 1.7 N a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionaron
1.425 g de borohidruro de sodio manteniendo la mezcla en un bafio de hielo. Después,
lentamente se adicionaron gota a gota 36 mL de glicidol. La suspensién se mantuvo en agitacion
con palas a temperatura ambiente durante 16 h. Al finalizar, la gliceril-agarosa se filtr6 y lavd
con abundante agua destilada. Para el segundo paso, a 10 g de gliceril-agarosa se adicionaron
100 mL de peryodato de sodio 10 mM y se mantuvieron en agitacion en un mezclador de rodillos
hasta conseguir la oxidacién de todos los dioles (aproximadamente 1 h a temperatura ambiente).
Para medir el grado de oxidacion de los dioles de la gliceril-agarosa, se tomaron 100 pL de
sobrenadante (suspension centrifugada) y se mezclaron con 1 mL de una mezcla 50:50 de yoduro
de potasio (10% p/v) y bicarbonato de sodio saturado. Se midi6 la absorbancia a 405 nm,
comparandola con la absorbancia inicial de la solucion de peryodato de sodio 10 mM (la
disminucion de la coloracion amarilla del NalO, al reaccionar con el KI, se emple6 como
indicador del consumo del NalOy4 por los dioles de la gliceril-agarosa). Una vez activados todos
los grupos glicerilo con grupos glioxilo, se filtrd y se lavé con abundante agua. Finalmente se
equilibré 5 min con 100 mL de amortiguador de fosfato de sodio 25 mM pH 7, se filtré y

almaceno a 4°C.
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Para la inmovilizacion de la CRL sobre el soporte glioxil-agarosa por reaccion quimica
entre las lisinas superficiales de la enzima y los grupos glioxilo del soporte se siguié una técnica
previamente descrita (Guisan, 1988). A 10 mL de solucién de la CRL (1, 10 6 100 mg de
preparacion comercial en 10 mL de amortiguador bicarbonato de sodio 100 mM pH 10 con 40%
polietilenglicol y 0.05% p/v de Triton X-100) se adicion6 1 g del soporte. El polietilenglicol se
empled como estabilizante de la CRL en condiciones de pH alcalino. La suspension se mantuvo
bajo agitacion en un mezclador de rodillos a 4°C siguiendo el curso de la inmovilizacién para lo
cual se midi6 la actividad en el sobrenadante y en la suspension hasta alcanzar el 100% de
inmovilizacion de la enzima en el soporte reflejado en la pérdida de actividad en el
sobrenadante. La unién de la totalidad de enzima adicionada sobre el soporte se alcanzé
rapidamente (15-30 min dependiendo de la carga enzimatica); sin embargo, la inmovilizacion no
se detuvo hasta pasadas las 24 h a 4°C para garantizar la formacion de multiples enlaces enzima-
soporte. Para calcular la pérdida de actividad debida a las condiciones y tiempo de reaccion, se
midié la actividad de una solucién de enzima en las mismas condiciones de inmovilizacién pero
sin el soporte. Pasado el tiempo, se adicion6 borohidruro de sodio (1 mg/mL de suspension) y se
dejo reduciendo por 30 min a temperatura ambiente. Terminada la reduccién, se lavd con
abundante agua para eliminar el borohidruro remanente y el detergente. Finalmente, se equilibré
5 min con 10 mL de amortiguador de fosfato de sodio 25 mM pH 7, se filtré y almacen6 a 4°C.
8.7.5. Inmovilizacion de la CRL sobre soporte MANAE — agarosa

La preparacién del soporte de agarosa activado con grupos monoamino-N-aminoetil
(MANAE-agarosa) se realizo de acuerdo a una metodologia descrita (Fernandez-Lafuente et al.,
1993). Para ello, a 10 g de glioxil agarosa (preparada como en 8.7.4) se afiadieron 100 mL de
etilendiamina 2 M a pH 11. Dicha suspensién se mantuvo en agitacion en un mezclador de
rodillos durante 16 h. Pasado el tiempo de reaccion, las bases de Schiff formadas fueron
reducidas adicionando 10 mg/mL de borohidruro de sodio y se dejaron reaccionar por 2 horas a
25°C en el mezclador de rodillos. Posteriormente, se filtré el soporte y se lavé con abundante
agua (4 L). Finalmente, se equilibré 5 min con 100 mL de amortiguador de fosfato de sodio 25
mM pH 7, se filtré y almaceno a 4°C.

La inmovilizacion de la CRL mediante adsorcion por intercambio iénico con el soporte
MANAE-agarosa se llevo a cabo en base a una metodologia previamente descrita (Fernandez-
Lafuente et al., 1993). Diez mililitros de una solucion de la CRL (1, 10 6 100 mg de preparacion

comercial en 10 mL de amortiguador de fosfatos 25 mM pH 7 con 0.05% p/v de Triton X-100)
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fueron afadidos a 1 g de MANAE-agarosa. El uso del detergente fue para evitar la
inmovilizacion de dimeros de lipasa-lipasa (Wilson et al., 2006b). Esta suspension se mantuvo
bajo agitacion en un mezclador de rodillos a 4°C. Para seguir el curso de la inmovilizacién se
midio la actividad en el sobrenadante y en la suspension cada 5 min hasta alcanzar el 100% de
adsorcion de la enzima en el soporte (aproximadamente 30 min), reflejado en la pérdida de
actividad en el sobrenadante. Para calcular la pérdida de actividad debida a las condiciones y
tiempo de reaccion se midio la actividad de un control de enzima en las mismas condiciones de
inmovilizacion pero sin el soporte. La inmovilizacion fue detenida por filtracion empleando un
embudo Buchner de vidrio marca POBEL equipado con una placa perforada del No. 2. El
derivado fue filtrado y lavado con 10 volimenes de amortiguador de fosfatos 25 mM pH 7 y
finalmente enjuagado con el mismo amortiguador para remover el detergente y después ser
almacenado a 4°C.
8.7.6. Inmovilizacién de la CRL sobre soporte GA — agarosa

Para la preparacion del soporte MANAE-agarosa activado con glutaraldehido (GA-
agarosa) se siguidé una metodologia previamente descrita (Betancor et al., 2006; Lopez-Gallego
et al., 2005b). A 10 g de soporte MANAE-agarosa se adicionaron 100 mL de glutaraldehido
(15% en amortiguador de fosfatos 200 mM, pH 7). La suspension se mantuvo en la obscuridad
bajo agitacion en un mezclador de rodillos a 25°C durante 16 h. Al finalizar, se filtro y lavo con
amortiguador de fosfatos 25 mM pH 7 para ser usada inmediatamente después de su preparacion.

La inmovilizacion de la CRL sobre el soporte GA-agarosa por adsorcién iénica y union
covalente de los residuos de lisina de la enzima se llevo a cabo en base a una metodologia
descrita (Lopez-Gallego et al., 2005b). Para ello, se adicionaron 10 mL de solucién de la CRL (1,
10 6 100 mg de preparacion comercial en 10 mL de amortiguador fosfatos 25 mM pH 7 con
0.05% p/v de Triton X-100) a 1 g de soporte recién preparado. El uso del detergente fue para
evitar la inmovilizacion de dimeros lipasa-lipasa (Wilson et al., 2006b). La suspension se
mantuvo bajo agitacion en un mezclador de rodillos a 4°C. Para seguir el curso de la
inmovilizacion, se midid la actividad en el sobrenadante y en la suspension cada 5 min hasta
alcanzar el 100% de adsorcion de la enzima en el soporte (aproximadamente 30 min), reflejado
en la pérdida de actividad en el sobrenadante. Para calcular la pérdida de actividad debida a las
condiciones y tiempo de reaccion, se midio la actividad de un control de enzima en las mismas
condiciones de inmovilizacidn pero sin el soporte. La inmovilizacién fue detenida por filtracion

empleando un embudo Buchner de vidrio marca POBEL equipado con una placa perforada del
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No. 2. El derivado fue filtrado y lavado con 10 volimenes de amortiguador de fosfatos 25 mM

pH 7 para remover el detergente y el glutaraldehido remanentes y después ser almacenado a 4°C.

8.8. Modificacion quimica y/o fisica de los derivados inmovilizados de la CRL

En esta etapa se procedio a preparar derivados inmovilizados de la CRL modificando la
superficie de la enzima inmovilizada. Los protocolos de modificacion aplicados fueron: 1)
aminacion, 2) succinilacion, 3) adicion de cadenas alifaticas y 4) recubrimiento con
polietilenimina. Dichas modificaciones se realizaron tanto para los derivados inmovilizados en
forma de CLEAs, asi como para los derivados inmovilizados sobre soportes de agarosa.
8.8.1. Aminacidn de los grupos carboxilo de la enzima inmovilizada

El procedimiento de aminacion se realizdé de acuerdo con una metodologia previamente
descrita (Palomo et al., 2007a). Se mezclé el precipitado de 10 mL de una suspension de CLEAS
(30-40 g de proteina por mililitro) 6 1 g de derivado de la CRL inmovilizado sobre soporte con
10 mL de una solucion 10 mM de EDC y 1 M de etilendiamina a pH 4.75. Se mantuvo bajo
agitacion suave en un mezclador de rodillos durante 1.5 h a 25°C manteniendo el pH constante.
Pasado el tiempo de reaccidn, la suspension fue filtrada y lavada con abundante agua destilada
para remover toda la etilendiamina y la EDC remanentes. Con el objetivo de regenerar las
tirosinas que pudieron haber sido modificadas por la EDC (Carraway et al., 1969), los derivados
aminados fueron incubados por 2 h en 10 mL de hidroxilamina 0.1 M pH 7 a temperatura
ambiente. Pasado el tiempo de incubacién, se lavé con amortiguador de fosfatos 25 mM pH 7.
Finalmente, se filtr6 y almacend a 4°C.
8.8.2. Succinilacidon de los grupos amino de la enzima inmovilizada

La succinilacion de la CRL se llevd a cabo siguiendo una metodologia reportada
(Fernandez-Lorente et al., 2012). Se mezclé el precipitado de 10 mL de una suspension de
CLEAs (30-40 ug de proteina por mililitro) 6 1 g de derivado de la CRL inmovilizado sobre
soporte con 10 mL de una solucién de anhidrido succinico 100 mM en amortiguador fosfatos
200 mM a pH 8. Esta suspension se mantuvo en agitacion suave a 25°C por 2 h, manteniendo el
pH constante. Finalmente, el derivado succinilado fue filtrado y lavado con abundante

amortiguador de fosfatos 25 mM pH 7 y almacenado a 4°C.
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8.8.3. Modificacion de los grupos amino de la enzima inmovilizada por adicién de cadenas
alifaticas en los residuos de lisinas

De acuerdo con una metodologia descrita (Franco et al.,, 1996) con algunas
modificaciones, se mezcld el precipitado de 10 mL de una suspensién de CLEAs (30-40 ug de
proteina por mililitro) 6 1 g de derivado de la CRL inmovilizado sobre soporte con 30 mL de una
mezcla bifasica 1:2 de amortiguador de fosfato de sodio 200 mM pH 8.0 y 15% de anhidrido
hexandico en triclorometano. Dicha mezcla se mantuvo bajo agitacion vigorosa durante 4 h a
25°C. Finalmente, el derivado modificado con cadenas alifaticas se filtro y lavo exhaustivamente
con abundante agua destilada y se almacen¢ a 4°C.
8.8.4. Recubrimiento con PEI

El recubrimiento de la CRL con polietilenimina se realizd en base a una metodologia
reportada (Cabrera et al., 2010; Rodrigues et al., 2009) con algunas modificaciones. Para ello, se
mezcld el precipitado de 10 mL de una suspension de CLEAs (30-40 pg de proteina por mililitro)
0 1 g de derivado de la CRL inmovilizado sobre soporte con 16 mL de una solucion de PEI de 25
kDa (25 mg/mL a pH 7). Se mantuvo bajo agitacion suave a 4°C durante 16 h. Finalmente, el
derivado recubierto con PEI se filtré y lavo con abundante amortiguador de fosfatos 25 mM pH

7. Posteriormente fue almacenado a 4°C.

8.9. Estudio de la enantioselectividad de los diferentes derivados de la CRL
8.9.1. Hidrodlisis del &cido 2-O-buritil-2-fenilacético (BFA)

La reaccion de hidrolisis de la mezcla racémica del acido 2-O-butiril-2-fenilacético (rac-
BFA) se llevo acabo de acuerdo con una metodologia descrita (Wilson et al., 2006a) y
modificada. Para ello, se afiadio el precipitado de 10 mL de suspension de CLEAs (30-40 ug de
proteina por mililitro) 6 500 mg de derivado de la CRL inmovilizado sobre soporte a 3 mL de
rac-BFA 5 mM en amortiguador de acetatos 10 mM pH 5. Las mezclas fueron mantenidas bajo
agitacion a 25°C hasta alcanzar 10-15% de hidrolisis. Los sustratos y productos de la reaccion
enzimatica fueron analizados con un equipo HPLC (Spectra System P4000) acoplado a un
detector UV de arreglo de diodos (Spectra System SN4000) empleando una columna de fase
reversa Kromasil C18 (25 cm x 0.4 ¢cm). La elucion de los compuestos fue llevada a cabo con
una fase mdvil de un amortiguador de acetato de amonio 10 mM pH 3.2 en una mezcla
acetonitrilo/agua (35:65, v/v), a un flujo constante de 1.0 mL/min. La absorbancia de los

compuestos fue medida a 210 nm. Los tiempos de retencion para el &cido mandélico racémico y
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para el rac-BFA fueron 2.3 y 14.3 min, respectivamente. Se definid una unidad de actividad
como la cantidad de enzima necesaria para liberar un umol de S 6 R acido mandélico por minuto.
La conversion se calculé a través del area de los picos relacionada con una curva estandar
realizada en las mimas condiciones.

El ee del acido mandélico liberado se determind mediante HPLC de fase reversa quiral, de
acuerdo con lo reportado (Fernandez-Lorente et al., 2005). Para asegurar que la cinética
enzimatica se encontraba en una region de primer orden, solo se trabajé con muestras con una
conversion del 10-15% de hidrdlisis del sustrato. Para separar los enantibmeros del acido
mandélico se empled una columna quiral Chiralcel OD-R (250 mm x 4.6 mm), con una fase
movil isocratica de amortiguador de fosfato de amonio 10 mM a pH 2.3 en una mezcla
acetonitrilo/agua (5:95, v/v), con un flujo de 0.5 mL/min, midiendo la absorbancia a 210 nm. Los
tiempos de retencion para los enantiomeros S y R del &cido mandélico fueron: 28.5 min y 32.5
min, respectivamente. La enantioselectividad (E) fue directamente calculada de la relacion entre
las tasas de reaccion de ambos isébmeros. De acuerdo con (Wernerova & Hudlicky, 2010), se
realiz6 una curva de calibracién para cada uno de los isomeros del acido mandélico a
concentraciones de 1, 10, 100 y 1000 ppm. A concentraciones de 100 ppm se aplico un factor de
correccion de 1.037 para el isomero S, el cual presentd una menor respuesta que el isémero R. El
ee del acido mandélico liberado se calculé empleando una ecuacién reportada (Chen et al.,
1982).

8.9.2. Hidrodlisis enantioselectiva del 1-feniletil acetato (FEA)

La hidrdlisis enzimatica del 1-feniletil acetato (FEA), partiendo de la mezcla racémica del
sustrato (rac-FEA), se llevé a cabo afiadiendo el precipitado de 10 mL de suspension de CLEAS
(30-40 ng de proteina por mililitro) 6 500 mg de derivado de la CRL inmovilizado sobre soporte
a 3 mL de rac-FEA 5 mM en amortiguador 10 mM (Tris 6 acetato de sodio para pH 7 6 pH 5,
respectivamente). La reaccion fue mantenida bajo agitacion (a 25°C & 4°C, segun el caso
estudiado) hasta alcanzar un 10-15% de hidrolisis. Para determinar el grado de hidrolisis del
sustrato, las muestras de reaccion se analizaron empleando un equipo de HPLC (Spectra System
P4000) acoplado a un detector UV de arreglo de diodos (Spectra System SN4000) con una
columna de fase reversa Kromasil C18 (25 cm x 0.4 c¢cm). La elucion de los compuestos fue
llevada a cabo con una fase movil de un amortiguador de fosfato de amonio 10 mM pH 7.0 en
una mezcla acetonitrilo/agua (35:65, v/v), a un flujo constante de 1.0 mL/min. La absorbancia

de los compuestos fue medida a 205 nm. Los tiempos de retencion para el rac-1-feniletanol y
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para el rac-FEA fueron 4.6 y 22.0 min, respectivamente. Se definié una unidad de actividad
como la cantidad de enzima necesaria para liberar un umol de R 6 S 1-feniletanol por minuto. La
conversion se calcul6 a través del area de los picos relacionada con una curva estandar realizada
en las mimas condiciones.

El ee del (S)-1-feniletanol liberado se determiné mediante HPLC de fase reversa quiral
(Spectra System P4000) acoplado a un detector UV de arreglo de diodos (Spectra System
SN4000) con una columna quiral Chiralcel OD-R (250mm x 4.6mm). Para asegurar que la
cinética enzimatica se encontraba en una region de primer orden, sélo se trabajo con muestras
con una conversion del 10-15% de hidrolisis del sustrato. Para separar los enantiomeros del 1-
feniletanol, se emple6 una fase movil isocratica de amortiguador fosfato de amonio 10 mM a pH
7.0 en una mezcla acetonitrilo/agua 35:65, v/v), con un flujo de 0.5 mL/min, midiendo la
absorbancia a 205 nm. Los tiempos de retencion para los enantiomeros S y R del 1-feniletanol:
13.5 min y 14.7 min, respectivamente. La enantioselectividad (E) fue directamente calculada de
la relacion entre las tasas de reaccion de ambos isomeros. El ee del 1-feniletanol liberado se
calcul6 empleando una ecuacion reportada (Chen et al., 1982).

8.9.3. Hidrodlisis enantioselectiva del 2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo (HFBE)

La hidrdélisis enzimética del 2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo (HFBE) partiendo de la
mezcla racémica (rac-HFBE), se llevo a cabo de acuerdo con una metodologia reportada
(Fernandez-Lorente et al., 2001). Para ello, se afiadié el precipitado de 10 mL de suspension de
CLEAs (30-40 ng de proteina por mililitro) 6 500 mg de derivado de la CRL inmovilizado sobre
soporte a 3 mL de rac-HFBE 5mM en amortiguador 10 mM (acetato de sodio ¢ fosfato de sodio
para pH 5 6 pH 7, respectivamente). La reaccion fue mantenida bajo agitacion (a 25°C ¢ 4°C,
segun el caso estudiado) hasta alcanzar un 10-15% de hidrdlisis. Para determinar el grado de
hidroélisis del sustrato, las muestras de reaccion se analizaron empleando un equipo de HPLC
(Spectra System P4000) acoplado a un detector UV de arreglo de diodos (Spectra System
SN4000) con una columna de fase reversa Kromasil C18 (25 cm x 0.4 cm). La elucion de los
compuestos fue llevada a cabo con una fase movil de un amortiguador de acetato de amonio 10
mM pH 2.3 en una mezcla acetonitrilo/agua (40:60, v/v), a un flujo constante de 1.0 mL/min. La
absorbancia de los compuestos fue medida a 225 nm. Los tiempos de retencion para la mezcla
racémica de productos, acido 2-hidroxi-4-fenilbutandico (rac-AHFB), y para el sustrato rac-
HFBE fueron 3.2 y 10.2 min, respectivamente. Se definié una unidad de actividad como la

cantidad de enzima necesaria para liberar un umol de R 6 S —~AHFB por minuto. La conversion
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se calculd a través del area de los picos relacionada con una curva estandar realizada en las
mimas condiciones.

El ee del R-HFBE liberado se determind mediante HPLC de fase reversa quiral (Spectra
System P4000) acoplado a un detector UV de arreglo de diodos (Spectra System SN4000) con
una columna quiral Chiralcel OD-R (250 mm x 4.6 mm). Para asegurar que la cinética
enzimatica se encontraba en una regioén de primer orden, se trabaj0o con muestras con una
conversion del 10-15% de hidrolisis del sustrato. Para separar los enantiomeros del HFBE, se
emple6 una fase movil isocrética de amortiguador fosfato de amonio 10 mM a pH 2.3 en una
mezcla acetonitrilo/agua 20:80, v/v), con un flujo de 0.5 mL/min, midiendo la absorbancia a 225
nm. Los tiempos de retencion para los enantiomeros S- y R- HFBE: 23.1 min y 25.3 min,
respectivamente. La enantioselectividad (E) fue directamente calculada de la relacion entre las
tasas de hidrdélisis de ambos isémeros del sustrato. El ee del (R)-HFBE remanente se calcul6

empleando una ecuacién descrita (Chen et al., 1982).

8.10. Aplicacion de los derivados inmovilizados de la CRL en la hidrolisis del aceite de
sardina

Mediante la hidrdlisis del aceite de sardina se llevé a cabo la liberacidon de &cidos grasos
poliinsaturados (PUFASs). Para ello, se siguid la metodologia reportada por (Fernandez-Lorente
et al., 2012). En un frasco de 20 mL de vidrio con tapa que contenia 10 mL una mezcla de 0.5
mL de aceite de sardina, 4.5 mL de ciclohexano y 5 mL de amortiguador fosfato de sodio 100
mM pH 6, se afiadio el precipitado de 10 mL de suspension de CLEAs (30-40 pg de proteina por
mililitro) 6 300 mg de derivado de la CRL inmovilizado sobre soporte. Los frascos con dicha
mezcla de reaccion, se taparon y mantuvieron a 25°C bajo agitacion a 750 rpm con un agitador
magnético. A diferentes intervalos de tiempo se tomaron muestras de la reaccion retirando 50 pL
de la fase orgéanica, disolviéndolos en 0.8 mL de acetonitrilo. Dichas muestra se analizaron
mediante un equipo HPLC (Spectra Physic HPLC-UV) acoplado a un detector de UV (SP 100-
UV detector SP 8450) con una columna Kromasil C8 (15 x 0.4 mm). Las muestras fueron
eluidas con una fase movil acetonitrilo/agua/acido acetico (70:30:0.1) pH 3 a un flujo isocratico
de 1 mL/min. Los PUFAs fueron detectados a 215nm, cuyos tiempos de retencion fueron 10.4
min y 13.1 min, para el EPA y DHA, respectivamente. Una unidad de actividad se definié como
la cantidad de enzima requerida para liberar un umol de acido eicosepentaendico (EPA) 06 acido

docosahexaenoico (DHA) por minuto bajo las condiciones mencionadas.
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En la presente tesis se desarrollé una metodologia de preparacion de CLEAs de la CRL
entrecruzados con PEI via la activacion de los grupos carboxilo de la enzima mediante la adicion
de EDC-NHS. Para ello, se comenz6 con la seleccion de un agente y condiciones de
precipitacion para la enzima modelo de estudio (CRL). Posteriormente, se identificaron las
variables del proceso que incidian en la efectividad de entrecruzamiento de la metodologia
propuesta. Una vez establecida la metodologia de preparacion, se construyeron CLEAS bajo
diferentes condiciones (concentracion de EDC-NHS, adicion de BSA vy longitud de cadena de la
PEI). A continuacion, se procedio a evaluar las propiedades cataliticas de dichos CLEAs
(actividad especifica, actividad recuperada, tamafio, morfologia, estabilidad térmica vy
enantioselectividad).

Por otra parte, se prepararon derivados de la CRL inmovilizados sobre soportes
persistentes de agarosa (glioxil-agarosa, octil-agarosa, BrCN-agarosa, MANAE-agarosa, GA-
agarosa y naftil-agarosa). Una vez obtenidos los derivados inmovilizados de la CRL en forma de
CLEAs y sobre soportes de agarosa se evalud su estabilidad y su enantioselectividad en 2
reacciones modelo. En este estudio se empled la combinacion de la ingenieria del medio de
reaccion y la modificacion quimica y/o fisica de la enzima inmovilizada para la modulacién y
mejora de la enantioselectividad de la CRL; ya que el empleo en conjunto de estas técnicas ha
demostrado ser una herramienta exitosa para la mejora de la enantioselectividad de las lipasas
(Mateo et al., 2010; Mateo et al., 2007b; Palomo, 2009; Rodrigues et al., 2011).

9.1. Seleccion de agente y condiciones de precipitacion de la CRL

Durante las etapas de preparacion de los CLEAs el proceso de precipitacion de las
proteinas juega un papel importante en el resultado final de los biocatalizadores asi
inmovilizados (Talekar et al., 2013). Dentro de los agentes de precipitaciébn mas empleados para
la preparacion de CLEAs podemos encontrar sales como el sulfato de amonio, algunos solventes
organicos como el tert-butanol, acetona, etanol, acetonitrilo; y también polimeros no
i6nicos/ionicos como el polietilenglicol (PEG) y la polietilenimina, entre otros. EI mecanismo de
accion de cada uno de ellos es distinto. Por un lado, las sales como el sulfato de amonio acttan
modificando la fuerza ionica del medio, mientras que los solventes organicos modifican la
constante dieléctrica del solvente (Nelson & Cox, 2008). Los polimeros no i6nicos/idnicos
actian formando complejos reversibles proteina-polimero mediados por interacciones

electrostaticas y/o hidrofobicas (Cooper et al., 2005). Como resultado, el empleo de cada uno de
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estos agentes para la precipitacion de enzimas provoca una distinta conformacion tridimensional
de las enzimas asi precipitadas. Dicha conformacidn enzimatica puede presentarse en una forma
activa o inactiva, por lo que no siempre el agente precipitante que menos desnaturaliza una
enzima después de su resolubilizacion es aquel que resulta en la formacion de CLEAS mas
activos (Kartal et al., 2011; Lépez-Serrano et al., 2002; Prabhavathi Devi et al., 2009; Talekar et
al., 2013).

Para llevar a cabo la precipitacion de la CRL se probaron tres agentes precipitantes: sulfato
de amonio, tert-butanol y acetonitrilo (Fig. 40). El acetonitrilo mostr6 la mayor capacidad
precipitante logrando insolubilizar el 100% de la enzima a concentraciones mayores al 60% v/v,
causando un dafio maximo del 15% en la actividad enzimatica recuperada; mientras que el tert-
butanol requiere estar a una concentracion mayor al 70% para precipitar el 100% de la enzima
ademas de causar un dafio del 30% en la actividad recuperada. El sulfato de amonio mostré la
menor capacidad precipitante, ya que no logré precipitar mas del 30% de la enzima a ninguna de
las concentraciones probadas (Fig. 40). Sin embargo, posteriormente se cambi6 la forma de
adicion del sulfato de amonio para la precipitacion, en vez de adicionarlo previamente disuelto,
se probd su adicion en forma de polvo. Cuando se adiciono el sulfato de amonio en forma solida
al 60% p/v (cercano al 100% de saturacién) se logré una precipitacion del 70% de la actividad
enzimatica soluble, que al resolubilizarse present6 el 60% de la actividad inicial, es decir que
hubo una pérdida del 10% de la actividad inicial al precipitar con esta sal adicionada en forma de
polvo (datos no mostrados). En base a los resultados obtenidos en las pruebas de precipitacion de
la CRL, se decidié emplear acetonitrilo como agente precipitante para la preparacion de los
CLEA:s.
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Figura 40. Precipitacion de la CRL en presencia de sulfato de amonio, tert-butanol y acetonitrilo. Todos los ensayos
se realizaron en un volumen total de 1 mL que contenia 7.5 mg de preparacion comercial en amortiguador de
fosfatos 100 mM pH 7. La precipitacion con sulfato de amonio se realiz6 adicionando dicha sal previamente disuelta

a la solucién enzimatica a insolubilizar.

9.2. Desarrollo de la metodologia de entrecruzamiento de la CRL con polietileniminas

Durante el establecimiento de la metodologia de preparacién de CLEASs se requirié la
identificacion de factores clave que repercuten directamente en la formacion exitosa de los
agregados enzimaticos irreversiblemente entrecruzados. Como primer acercamiento se estudié la
reaccion propuesta (Fig. 37 en antecedentes) empleando una proteina sin actividad lipolitica que
presentara cierto grado de similitud con la enzima modelo de estudio (CRL). La proteina
seleccionada fue la albumina sérica bovina (BSA) que tiene un peso molecular de 66 kDa y que
posee 99 residuos de grupos carboxilo presentes a lo largo de toda su estructura (PDB cédigo
107D). El entrecruzamiento de esta proteina modelo permitid la identificacion las variables més
importantes que rigen el resultado final de los agregados de proteina entrecruzados bajo la
metodologia propuesta.

El primer inconveniente de llevar a cabo el entrecruzamiento propuesto en un medio no
acuoso (acetonitrilo) fue la baja, casi nula, solubilidad del EDC en dicho solvente. Para poder
solubilizarlo fue necesaria la adicion de acido clorhidrico (HCI) en una relacion equimolar; lo
que permitio la solubilizacion del EDC en acetonitrilo y ademas brindd un medio favorable para
la formacion del carbocation de EDC que es necesario para la formacion de la O-acilurea
implicada en el primer paso de la reaccion (Fig. 41). Lo anterior se explica ya que el carbocation
de EDC® es susceptible al ataque nucleofilico del &tomo de oxigeno desprotonado de los grupos

carboxilo ionizados de la proteina para dar la formacion de la O-acilurea (Nakajima & Ikada,

1995).
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Figura 41. 1) Formacion del carbocation de EDC. 2) Formacién de una O-acilurea entre los grupos carboxilo de una
enzimay el EDC®.

Se encontré que un tiempo de 60 min de incubacion fue el 6ptimo para la obtencion de
agregados proteinicos entrecruzados (Fig. 42). Por esta razon, la solucién de EDC-HCI en

acetonitrilo siempre fue preparada 60 min antes de su aplicacion.
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Figura 42. Efecto del tiempo de incubacién de la soluciéon de EDC-HCI antes de su aplicacién en la reaccién de
entrecruzamiento de BSA en acetonitrilo. En todos los casos se trabajé con concentraciones de 83 mg/mL de BSA 'y
120 mM de EDC. El entrecruzamiento se llevé a cabo a 25°C con 8 rpm durante 30 min.

Posteriormente, se comenzo con la adicién de la PEI para llevar a cabo el entrecruzamiento
de la BSA bajo la metodologia propuesta. EI primer paso consistid en la determinacion de la
cantidad minima de agua que debia estar presente en la reaccion para que se llevara a cabo el
entrecruzamiento entre la proteina y la PEI. Para ello, se evaluaron concentraciones de 0 a 45%
de agua en la reaccion (Fig. 43). El resultado mostr6 que para llevar a cabo el entrecruzamiento
bajo la metodologia propuesta es necesario al menos un 10% de agua presente en el medio
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acetonitrilo/agua, ya que en ausencia de ésta, el proceso no se lleva a cabo en absoluto. El efecto
anterior esta estrechamente relacionado con el grado de solvatacion tanto de los grupos carboxilo

presentes en la enzima, asi como de los grupos amino de la PEI y del carbocation de EDC, todos
involucrados en el proceso.
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Figura 43. Efecto de la concentracion de agua durante el entrecruzamiento de BSA en un sistema acetonitrilo/agua.
En todos los casos se empled una concentracion de BSA de 83 mg/mL, EDC-NHS a 124 mM y PEl;3a 3.2 g/L. El
entrecruzamiento se llevé a cabo a 25°C, 8 rpm durante 30 min.

Una vez establecida la cantidad de agua minima para el proceso, se llevd a cabo el
entrecruzamiento de BSA probando dos medios de reaccién (uno totalmente acuoso y una
mezcla acetonitrilo/agua (80:20 v/v)) haciendo variar la concentracién de PEI (Fig. 44). El
proceso resultdé mas efectivo cuando se llevd a cabo en acetonitrilo/agua que cuando se hizo en
medio acuoso. ElI comportamiento anterior se explica en términos del pH. Al incrementar la
concentracion de PEI en medio acuoso (>40 mg/L), el pH aumenta mucho (pH > 9) y la reaccién
de entrecruzamiento se ve desfavorecida a un pH mayor a 7. Se ha reportado que el consumo de

grupos carboxilo por el EDC es dependiente del pH y es 6ptimo entre pH 3.5 a 5 (Nakajima &
Ikada, 1995).
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Figura 44. Efecto de la concentracion de PEI en el entrecruzamiento de BSA en medio acuoso y en
acetonitrilo/agua (80:20 v/v). Llevado a cabo como se describe en 8.5.3.

Posteriormente, se evalud el efecto de la concentracién de EDC y PEI en la efectividad de
entrecruzamiento y en el tamafio de los agregados proteinicos entrecruzados en acetonitrilo (de
aqui en adelante cuando se hable de un medio de acetonitrilo, éste implicard una mezcla
acetonitrilo/agua 80:20 v/v). Para ello, se llevé a cabo un disefio factorial como se describe en la
tabla 8.

Tabla 8. Disefio factorial para la evaluacion del efecto de la concentracion de EDC y PEI en la
efectividad de entrecruzamiento y el tamafio de los agregados proteinicos entrecruzados de BSA.
Relacion EDC/COOH

Factores
1 2 3
Relacion 15 1-15 2-15 3-15
PEI/COOH 10 1-10 2-10 3-10
5 1-5 2-5 3-5

Todas las unidades experimentales tenian 83 mg/mL de BSA y fueron entrecruzadas en 30 min a 25°C a una
velocidad de agitacion de 8 rpm. Las relaciones PEI/COOH = 15, 10 y 5 corresponden a 80, 53 y 27 g/L,
respectivamente. Las relaciones EDC/COOH =1, 2 y 3 corresponden a 375, 250 y 125 mM, respectivamente.

Las variables respuesta a estudiar fueron la efectividad de entrecruzamiento (medida por la
proteina soluble remanente después del entrecruzamiento, expresada como porcentaje con
respecto a la inicial) y el tamafio de los agregados. La evaluacion del tamafio se hizo mediante
una escala visual del 1 al 5, en donde 1 correspondia al tamafio de agregados mas pequefios
(diametro =~ 0.1 cm) y 5 a tamafios de agregados muy grandes (diametro > 0.5 cm). Se encontrd
que la efectividad de entrecruzamiento (maxima a menor cantidad de proteina soluble después
del entrecruzamiento) es directamente dependiente tanto de la concentracion de PEI como de la
de EDC (Fig. 45, A). Sin embargo, a concentraciones altas de EDC (900 mM = relacion molar
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EDC/COOH = 3) la efectividad de entrecruzamiento es independiente de la concentracion de
PEI. Por otro lado, el tamafio de los agregados fue dependiente de la concentracion de EDC e
independiente de la concentracion de PEI, resultando en agregados entrecruzados mas pequefios
al emplear concentraciones de EDC menores (Fig. 45, B). Una vez logrado el entrecruzamiento
de BSA en las condiciones de la metodologia propuesta, se comenzdé a evaluar el

entrecruzamiento de la CRL en presencia de BSA.

A) Superficie de respuesta estimada B) Superficie de respuesta estimada

60

10

Tamano

[
(=1

Proteina soluble

9 11 13 15 | EDC

Figura 45. Efecto de la concentracién de EDC y PEI durante el entrecruzamiento de BSA en acetonitrilo. Todas las
unidades experimentales tenian 83 mg/mL de BSA y se entrecruzaron en 30 min a 25°C y una velocidad de
agitacion de 8 rpm. A) Superficie de respuesta estimada para la variacion en el tamafio de los agregados de proteina
entrecruzados en funcidn de la concentracién de PEl y EDC. B) Superficie de respuesta estimada para la variacién
en la proteina soluble después de la preparaciéon de los agregados de proteina entrecruzados en funcion de la
concentracion de PEl y EDC.

La CRL fue seleccionada como enzima modelo de estudio ya que es una lipasa que se ha
empleado para numerosas aplicaciones (Akoh et al., 2004; Dave & Madamwar, 2010;
Dominguez De Maria et al., 2006) y que cuenta con una buena distribucion de grupos carboxilo
a lo largo de su estructura (que son 2.6 veces mas abundantes que sus residuos de lisina) (Fig.
46). Ademas de que se han preparado exitosamente CLEAs de la CRL (CRL-CLEAS) mediante
la metodologia tradicional de entrecruzamiento con glutaraldehido (Kartal et al., 2011; Lopez-
Serrano et al., 2002; Yu et al., 2006). Se ha reportado que esta enzima presenta 7 isoformas que
varian en grado de glicosilacion y punto isoeléctrico (Ferrer et al., 2001). Dichas isoformas
también pueden presentar diferencias en sus perfiles cataliticos (Dominguez De Maria et al.,
2006; Lopez et al., 2004). Por este motivo, en este trabajo se empleo la preparacion comercial de
la CRL TVII marca Sigma-Aldrich que contiene solo a las isoformas Lipl (89%) (PDB 1LPS) y
Lip3 (11%) (PDB 1CLE) (Lo6pez et al., 2004).
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Figura 46. Distribucion de residuos de lisinas (amarillo) y los &cidos aspartico (azul) y glutdmico (azul) en la
superficie de la CRL. A y B) Lado contrario al sitio catalitico. C y D) Lado del sitio catalitico abierto. En rojo, la
triada catalitica. La estructura 3D de la CRL fue obtenida del Protein Data Bank con el codigo 1LPS.

Como primer acercamiento se realizd el entrecruzamiento de la CRL (10 mg de
preparacion comercial en polvo con alrededor de 20 mg proteina/g preparacion) en presencia de
BSA (5 mg) empleando las mejores condiciones de reaccion obtenidas anteriormente al
entrecruzar exclusivamente BSA (80 g/L de PEI y 125 mM de EDC-NHS). Los resultados
mostraron que, bajo estas condiciones, se logré entrecruzar tan sélo el 5.7% de la actividad
enzimatica presente (94.3% + 1.2% de actividad residual en el sobrenadante después del
entrecruzamiento). Sin embargo, la actividad recuperada en forma de CLEAs fue del 6.3% +
1.7%, lo que nos permitid concluir que bajo estas condiciones de entrecruzamiento el dafio
causado a la enzima fue nulo, incluso se obtuvo una ligera activacion del 10% (datos no
mostrados). No obstante, el sistema de reaccion para el entrecruzamiento presentaba una
desventaja muy grande ya que debido al pequefio volumen de reaccién empleado (120 uL) la
mezcla de los reactivos era muy heterogénea e incluso habia partes de la CRL y la BSA en polvo
que no se lograban poner en contacto con el solvente. El bajo nivel de proteina entrecruzada fue
atribuido a la deficiencia del mezclado en el medio de reaccion. Para mejorar los resultados
anteriores, se aumento el volumen de reaccion hasta lograr obtener un sistema con un mezclado
homogéneo (300 uL). Ademas, con el objetivo de lograr un mayor grado de entrecruzamiento, se

decidid preparar los CRL-CLEAs a diferentes concentraciones de EDC-NHS y PEI. Debido a la
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falta de informacion en la literatura en una primera etapa se determind el efecto de la
concentracion de EDC-NHS y de PEI independientemente. (Fig. 47 y 48).
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El estudio de la concentracion de EDC-NHS sobre la actividad residual (Fig. 51) demostrd
que con una concentracion 80 mM de EDC-NHS se recupera alrededor del 60% de actividad
residual. A concentraciones mayores de EDC-NHS la actividad residual de la CRL libre se ve
afectada en méas de un 50%. Por otro lado, concentraciones de PEI; 3 menores de 1 g/L permiten
recuperar mas del 90% de la actividad enzimatica. Con 3 g/L de PEIl; 3 la enzima libre se ve

totalmente inactivada.
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Del mismo modo, para lograr aumentar la cantidad de enzima entrecruzada, se disminuyo
la cantidad de BSA usada anteriormente (de 5 a 1 mg) y se trabajé con un volumen de reaccién
de 300 pL para llevar a cabo la evaluacion del efecto de la concentracion de PEl; 3 en el

entrecruzamiento de CRL-CLEAs empleando una concentracion de EDC-NHS de 5 mM (que
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corresponde a una relacion molar 1:1 entre el EDC-NHS/grupos carboxilo de la CRL + BSA)
(Fig. 49). Como se esperaba, a mayor concentracion de PEIl; 3 se logrd tener menor actividad
residual en el sobrenadante (es decir mayor entrecruzamiento), logrando un méaximo de enzima
entrecruzada del 70% al emplear la concentracion de PEI mas alta. Sin embargo, la actividad
recuperada en forma de CLEAs en ninguno de los casos fue superior al 3%. En los siguientes
ensayos, se decidio fijar la concentracion de PEIl; 3 alrededor de 3.5 g/L, ya que en estas
condiciones se logro el 46% de entrecruzamiento de la enzima con una actividad residual en los
CLEAs mayor que en 4.7 y 5.9 g/L de PEIl; 3. Por otro lado, a pesar de que anteriormente se
habia determinado que la méaxima concentracion de PEI a trabajar seria de 1g/L (Fig. 48), a

concentraciones menores a 2 g/L no se observé formacion de CLEAs (datos no mostrados).
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A continuacion, se evalu6 el efecto de la concentracion de EDC-NHS en el
entrecruzamiento de los CRL-CLEAs en acetonitrilo (Fig. 50). Del mismo modo que con el
PEl; 3, al aumentar la concentracion de EDC-NHS se encontrd6 menor actividad residual en el
sobrenadante, logrando entrecruzar hasta un 77% de la enzima a 60 mM de EDC-NHS. Sin
embargo, nuevamente, en las condiciones de mayor entrecruzamiento se recuperd la menor
actividad en forma de CLEAs (1.2%). La mayor actividad entrecruzada se obtuvo al emplear
concentraciones de EDC-NHS de 5 mM (7.5% de actividad residual), no obstante en estas
condiciones el entrecruzamiento de la enzima fue menor del 10% ya que se recuperé el 90.7% de
actividad residual en el sobrenadante despues del tratamiento. Por este motivo, se decidié usar
una concentracion de EDC-NHS entre 25 y 30 mM ya que en estas condiciones se logré
entrecruzar mayor cantidad de actividad enzimatica (67%) en comparacion con las menores
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concentraciones probadas. Ademas, los CRL-CLEAs preparados a 30 mM resultaron méas activos

en comparacion que los preparados a 60 mM.
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Posteriormente, se evalud el efecto de la cantidad de BSA adicionada en el
entrecruzamiento de los CRL-CLEAs en acetonitrilo (Fig. 51). La cantidad de enzima
entrecruzada no presento diferencia significativa (P < 0.05) en funcién de la cantidad de BSA,; en
todos los casos se insolubiliz6 alrededor del 50% de la enzima. Sin embargo, la actividad
recuperada en forma de CLEAs fue mayor al disminuir la cantidad de BSA adicionada. Con la
adicion de 1 mg de BSA se logro recuperar el 6% de actividad residual en forma de CLEAS,

mismo resultado que se obtuvo sin adicionar BSA.
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La baja actividad recuperada en forma de CLEAS en los ensayos anteriores puede deberse

a que el entrecruzamiento de los grupos carboxilo de la CRL provoca su inactivacion

102



Resultados y Discusién

irreversible. Asi mismo también puede ser atribuida a una conformacion muy poco activa de la
enzima al estar insoluble en acetonitrilo, por lo que al entrecruzar la enzima bajo estas
condiciones la actividad recuperada era muy baja. Para poder determinar cuél de estas posibles
razones explicaba mejor la baja actividad recuperada, primero se procedié a proteger el sitio
catalitico de la CRL durante el entrecruzamiento. Dicho proceso se llevo a cabo adicionando un
sustrato de la lipasa (la trioctanoina) al medio de reaccion. Este tipo de estrategias ha sido
ampliamente empleado para la preservacion de la conformacion activa del sitio catalitico durante
la inmovilizacion de enzimas (Fishman & Cogan, 2003; Foresti et al., 2005) ya que el complejo
enzima-sustrato permite inmovilizar a la enzima en una conformacion activa, con la ventaja de
que el sustrato puede retirarse al final del proceso mediante lavados.

Con la adicion de trioctanoina a una concentracion de 0.28 mM, se logro recuperar CRL-
CLEAs con el doble de actividad que en ausencia de dicho sustrato (Fig. 52). Sin embargo, la
cantidad de enzima entrecruzada en estas condiciones fue del 55%, y s6lo se logré recuperar el
22% de dicha actividad (que corresponde al 12% de actividad residual cuando se compara con la
actividad inicial total). Los valores obtenidos en el presente trabajo, son comparables a otros
reportes sobre CRL-CLEAs entrecruzados con glutaraldehido empleando solventes organicos
como agentes precipitantes, en donde reportan un méaximo de 26% de actividad residual

recuperada en forma de CLEASs después de la optimizacion del proceso (Kartal et al., 2011).
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Figura 52. Efecto de la concentracion de trioctanoina en el entrecruzamiento de los CRL-CLEAs con PEl;; en
acetonitrilo. En todos los casos se emplearon 10 mg de preparacion comercial de la CRL, 1 mg de BSA, una
concentracion de PEl; ;de 3 g/L y EDC-NHS de 26 mM en un volumen de reaccién de 0.3 mL. El entrecruzamiento
se llevo a cabo a 25°C, 1000 rpm por 30 min.
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Por otro lado, se ha reportado que el sulfato de amonio permite la preparacion de CRL-
CLEAs entrecruzados con GA que presentan el 85% de actividad residual (Yu et al., 2006). Por
lo tanto, se decidié probar la preparacion de CRL-CLEAs empleando dicha sal como agente
precipitante a diferentes concentraciones de EDC-NHS (Fig. 53). Los resultados obtenidos
mostraron CLEASs con una maxima actividad residual recuperada del 6% al emplear 10 mM de
EDC-NHS, a pesar de que bajo estas condiciones se logré entrecruzar mas del 50% de la
actividad. Con estos resultados, pudimos concluir que la baja actividad recuperada al preparar
carboxi-CLEAs de la CRL puede atribuirse a la desestabilizacion de la conformacion activa de la

enzima debida al entrecruzamiento de sus grupos carboxilo.
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Figura 53. Efecto de la concentracion de EDC-NHS en el entrecruzamiento de los CRL-CLEASs con PEl; 3en medio
acuoso empleando como agente precipitante 64% p/v de sulfato de amonio. En todos los casos se empled una
concentracion de PEI, ;de 0.1 g/L, 0.3 mM de trioctanoina y un volumen de reaccion de 1 mL. El entrecruzamiento
se llevd a cabo a 25°C, 1000 rpm por 30 min.

Para comprobar si el comportamiento anterior era atribuible a otras lipasas o s6lo a la CRL
se decidio preparar carboxi-CLEAs de otras lipasas comerciales (Fig. 54). Las lipasas
comerciales probadas fueron la CALB y la TLL. Con estas enzimas, la mayor actividad residual
recuperada en forma de CLEAs fue la obtenida para los CLEAs de la TLL (TLL-CLEAS) que
expresaron el 17% de la actividad inicial, que corresponde Unicamente al 26% de la actividad
inmovilizada (35% actividad residual en el sobrenadante). En el caso de los CLEAs de la CALB
(CALB-CLEAS), se logré recuperar sélo el 5% de la actividad inicial en forma de CLEAS, que
corresponde al 23% de la actividad inmovilizada (78% de actividad residual en el sobrenadante).

Con estos resultados se llegd a la conclusion de que las lipasas inmovilizadas en forma de

104



Resultados y Discusién

CLEAs a través de sus grupos carboxilo logran expresar alrededor del 22-26% de la actividad

inmovilizada de esta manera (Tabla 9).
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Figura 54. CLEAs de lipasas entrecruzadas con PEI; 5 en acetonitrilo. En ambos casos se empled el precipitado de

0.36 mL de preparacién comercial de la CALB 6 la TLL, una concentracion de PEIl; 3 de 0.52 g/L y EDC-NHS de
448 mM en un volumen de reaccion de 0.3 mL. El entrecruzamiento se llev6 a cabo a 25°C, 1000 rpm por 30 min.

Tabla 9. Inmovilizacion de lipasas mediante la preparacion de carboxi-CLEAS
entrecruzados con PEl; 3 en acetonitrilo.

_ Al A’ Aq’
Enzima (%) (%) (%)
CRL 55 12 22
CALB 22 S 23
TLL 65 17 26

'Ai: actividad inmovilizada, definida por Ai = (actividad inicial - actividad en el sobrenadante)/actividad
inicial). 2Ae: actividad expresada en forma de CLEAs, definida por Ae = (actividad en los CLEAs/actividad
inicial). *Aei: actividad expresada inmovilizada definida por Aei = (Ae/Ai).

En comparacion con lo reportado en la literatura, los CALB-CLEAS entrecruzados con
glutaraldehido pueden recuperar mas del 100% de su actividad inicial cuando se preparan
empleando agentes precipitantes como el tert-butanol, sulfato de amonio y dimetil éter; sin
embargo, para llegar a estos resultados fue necesario llevar a cabo la optimizacion de las
condiciones de preparacion mediante el empleo de disefios experimentales de superficie de
respuesta (Cruz et al., 2012). Por otro lado, los TLL-CLEAs entrecruzados con GA han
recuperado hasta un 14% de la actividad inicial cuando se prepararon con 1,2-dimetoxietano

como agente precipitante, y hasta un 81% cuando fueron preparados en sulfato de amonio (Gupta
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et al., 2009). De manera que, en comparacion con los trabajos reportados de los CLEAs
preparados con GA (amino-CLEAS), el entrecruzamiento de los grupos amino de las lipasas
resulta menos dafino que el de los grupos carboxilo. Probablemente este efecto se puede atribuir
por un lado a que las lipasas presentan una triada catalitica compuesta por un residuo de &cido
aspartico o glutamico que al verse comprometido en el entrecruzamiento inactiva a la enzima.
Por otro lado, en las lipasas, los grupos carboxilo son méas abundantes que los grupos amino, por
lo que el grado de modificacion estructural al entrecruzar los primeros es mayor que al hacerlo
con los segundos, produciendo cambios mas marcados. Esto también se puede observar al
comparar la actividad residual de los CALB-CLEAs entrecruzados exclusivamente con GA
(100% de actividad residual (Cruz et al., 2012)) en comparacion con los entrecruzados con GA
después de la aminacién de los grupos carboxilo con etilendiamina en donde se llevo a cabo el
entrecruzamiento tanto de grupos amino como de carboxilos (28% de actividad residual (Galvis
etal., 2012)).

9.2.1. Protocolo general de inmovilizacibn de enzimas en forma de CLEAs por
entrecruzamiento de sus grupos carboxilo con polietileniminas

Los estudios realizados permitieron establecer una metodologia general para la preparacion
de CLEAs bajo la metodologia desarrollada (Velasco-Lozano et al., 2014). Dicho protocolo se
describe en dos etapas: 1) la precipitacion O suspension de las proteinas, y 2) el

entrecruzamiento. A continuacion se detalla el protocolo:

1) Precipitacion

Con solventes organicos: Colocar 1 mL de la preparacién enzimética en un tubo con fondo
conico de 15 mL y agregar lentamente 8 a 9 volumenes del solvente a 4°C. De preferencia, dicha
preparacion enzimatica debe contener al menos 10 mg de proteina, en caso de que no los hubiera
se puede adicionar albdmina sérica bovina (BSA). Corroborar que bajo las condiciones
trabajadas se precipita mas del 90 % de la proteina y no hay aparicion de dos fases inmiscibles.
Con sulfato de amonio: Colocar 1 mL de la preparacion enzimatica en un tubo con fondo conico
de 15 mL y agregar 9 mL de buffer MES 0.1 M pH 5. De preferencia, dicha preparacion
enzimatica debe contener al menos 10 mg de proteina, en caso de que no los hubiera se puede
adicionar BSA. Posteriormente adicionar sulfato de amonio s6lido hasta llegar al 60 % de
saturacion. Corroborar que bajo las condiciones trabajadas se precipita mas del 90 % de la
proteina y no hay aparicion de dos fases inmiscibles.
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Suspension: en caso de partir de una preparacion enzimatica en polvo, colocar de 100 — 200 mg
de la preparacion enzimatica en polvo en un tubo de fondo conico de 15 mL. Adicionar 10 mL
de solvente orgénico. En caso de tratarse de una lipasa, se recomienda la adicion de trioctanoina
disuelta en el solvente organico (concentracion final de 0.2 mg/mL) para proteger el sitio
catalitico.

2) Entrecruzamiento

Una vez realizado el paso de precipitacion, adicionar 300 pL de una solucién 10 a 100 mM de 1-
etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC) en buffer MES 100 mM pH 5 (a una
concentracion final de 10 a 100 mM segun el grado de entrecruzamiento deseado) y mantener
bajo agitacion 5 min a 1000 rpm y 25°C. Posteriormente adicionar 300 pL de una solucién de N-
hidroxisuccinimida (NHS) (a la misma concentracion de EDC empleada) y mantener bajo
agitacion 5 min a 1000 rpm y 25°C. Después agregar 300 puL de una solucion acuosa de
polietilenimina (PEI) (a una concentracion final de 0.5 a 5 g/L, segun el caso). Mantener esta
mezcla bajo agitacion a 1000 rpm de 30 a 60 min a 25°C. Terminado el tiempo, centrifugar a
10000 rpm por 5 min a 4°C y descartar el sobrenadante. Para regenerar las posibles tirosinas
modificadas por accion del EDC, resuspender el precipitado (CLEAS) en 10 mL de una solucién
de hidroxilamina disuelta en un buffer fosfatos-NaCl pH 7 (0.1 y 0.5 M, respectivamente, la
concentracion de hidroxilamina siempre 5 veces mayor a la concentraciéon de EDC empleada) y
dejar reaccionando por 1 h a 25°C y 1000 rpm. Terminado el tratamiento, volver a centrifugar
los CLEAs a 10000 rpm por 5 min a 4°C y descartar el sobrenadante. A continuacion proceder a
lavar los CLEAs al menos 3 veces méas (10 mL por lavado) con buffer fosfatos-NaCl pH 7 para
remover el EDC, NHS, PEI y la hidroxilamina remanentes. Finalmente suspender en un buffer

de fosfatos 25 mM pH 7 y almacenar a -20°C.

Después de haber establecido el protocolo de preparacion de CLEAs bajo la metodologia
propuesta, se continud con la evaluacion del cambio de sus propiedades cataliticas en funcion de

las condiciones de preparacion.

9.3. Evaluacion de las propiedades cataliticas de CRL-CLEAs bajo diferentes condiciones
de preparacion
Una vez establecidas las condiciones de entrecruzamiento para la preparacion de carboxi-

CLEAs de la CRL se procedio a evaluar sus propiedades cataliticas, asi como la modificacion de
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éstas bajo diferentes condiciones de preparacion. Para ello se evaluaron tres variables: 1) el
grado de entrecruzamiento, 2) la adicion de BSA como mejorador del entrecruzamiento, y 3) la
longitud de cadena de la PEI. Las variables de respuesta medidas fueron: tamafio, morfologia,
actividad especifica, porcentaje de actividad recuperada en forma de CLEA, termoestabilidad a
50°C y enantioselectividad. Como modelo de estudio, el &cido 2-O-butiril-2-fenilacético (BFA)
se empled como sustrato quiral cuyo producto de hidrdlisis, el acido mandélico (Fig. 55) es un
importante precursor en la produccion de varios antibidticos (Tang et al., 2009; Xue et al.,
2011), agentes antitumorales (Grover et al., 2000) y alcoholes quirales (Whitesell & Reynolds,
1983). La enantioselectividad de los CRL-CLEAs se comparo con la obtenida con el derivado de
la CRL inmovilizado en BrCN-agarosa (E(s=9.5), ya que sus propiedades son muy semejantes a

las de la enzima en su forma libre.
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Figura 55. Hidrolisis de la mezcla racémica del acido 2-O-butiril-2-fenilacético catalizada por lipasas (Fernandez-
Lorente et al., 2005).

9.3.1. Grado de entrecruzamiento

La variacion en el grado de entrecruzamiento de los amino-CLEAs ha demostrado ser un
factor importante en el resultado final de su tamarfio, actividad, estabilidad y selectividad
(Talekar et al., 2013). En este caso particular, la variacion de la concentracién de EDC-NHS
regula el grado de activacion de los grupos carboxilo de la enzima, permitiendo modificar el
grado de entrecruzamiento de los carboxi-CLEAs. Los CLEAs asi preparados presentaron una
morfologia de una red granular, que disminuia en tamafio, espaciamiento y abundancia de los

granulos conforme lo hacia la concentracion de EDC-NHS (Fig. 56).
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TM-1000

TM-1000 D53x2.5k 30pm TM-1000 D52x1.0k 100pm

Figura 56. CLEAs con diferente tamafio de acuerdo con la concentracion empleada de EDC-NHS. A) 13 mM, B)
20 mM, C) 28 mM, D) 35 mM y E) 40 mM.

Por otro lado, con el aumento de la concentracion de EDC-NHS los CLEAS presentaron
menor actividad especifica y menor actividad recuperada (Tabla 10). Este resultado puede
atribuirse a un mayor grado de rigidificacion de la estructura de la enzima a mayor grado de
entrecruzamiento, resultando en la pérdida de la flexibilidad enzimética que es crucial para la
actividad. Sin embargo, a concentraciones de carbodiimida muy bajas (< 13 mM) no se observo
la formacion de CLEAs. Esta misma tendencia ha sido reportada tanto para los GA-CLEAs
(Kartal et al., 2011; Majumder et al., 2008) como para aquellos agregados entrecruzados con
otros agentes como las p-benzoquinonas (Wang et al., 2011a). Estos resultados muestran que
durante el proceso de optimizacion de la preparacion de los CLEAs, se requiere de un balance

entre el grado de entrecruzamiento y la actividad especifica.
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Tabla 10. Efecto de la concentracién de EDC-NHS en las propiedades de los CLEAS

., Actividad .. Actividad
EDC-NHS d[(:llaz:ml_eéfl especifica r:czt“:riz(; especifica ee =
(mM) (um) pNPB? g) %) BFA’ (%) (S)
(U/mg) (U/mg)
13 20-80 750 152 5.8 822 10°
20 20-100 712 152 4.5° 86" 132°
28 50-100 33° 12° 3.1° 91° 21°
35 50-150 18° 11°¢ 2.0%¢ 86" 132°
40 50-150 13° o° 1.1¢ 8g8"° 15°

Todos los CLEAs fueron preparados con 30 mg/mL [enzima], 3 g/L [PEl,3] y 10 mg de BSA. *Los diametros de
los CLEAs fueron estimados de las iméagenes de SEM. ®Las condiciones de reaccién fueron pNPB 0.5 mM en
amortiguador de fosfatos (25 mM pH 7.0) a 25°C. 3La actividad recuperada fue estimada de la actividad de los
CLEAs con pNPB como sustrato. *Las condiciones de reaccion fueron BFA 5 mM en amortiguador de acetato
(10 mM, pH 5) a 25°C. °E fue calculado del coeficiente de las tasas de reaccion de (S)-acido mandélico/(R)-acido
mandélico. **“%®Los valores con distintas letras son significativamente diferentes (P < 0.05). Los valores
presentados son el promedio de tres ensayos independientes.

En cuanto a su enantioselectividad, los CLEAs presentaron una concentracion optima de
EDC-NHS (28 mM) en donde se obtuvo la mayor selectividad (ee = 91% con E) = 21) (Tabla
10). A concentraciones mayores, tanto la actividad especifica sobre BFA como la
enantioselectividad de los CLEAs se vieron disminuidas. Dicho fendmeno muestra el
compromiso que existe entre la actividad especifica y la enantioselectividad. Estos resultados
concuerdan fuertemente con los reportados para los CLEAs de la PCL entrecruzados con GA
(Majumder et al., 2008).

Al evaluar la termoestabilidad de las diferentes preparaciones, en todos los casos se
encontrd una estabilidad mejorada en comparacion con la enzima libre (Fig. 57). Los CLEA maés
estables retuvieron 60% de su actividad inicial después de 22 h de incubacién a 50°C a un pH 7.
La termoestabilidad mejorada a un mayor grado de entrecruzamiento esta relacionada con una
mayor rigidez en la estructura tridimensional de la enzima. Sin embargo, a la concentracion méas
alta de EDC-NHS (40 mM) no se observo un aumento en la termoestabilidad en comparacion a
la obtenida a 28 y 35 mM. Dicho resultado podria atribuirse a que un mayor grado de
modificacion quimica de la enzima estaria ocasionando una mayor distorsion estructural con
pérdida de las interacciones que proporcionan estabilidad térmica a la enzima, ya que la

estabilidad enzimatica depende de la flexibilidad y rigidez de su sitio catalitico. Diversos tipos de
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interacciones (hidrofdbicas, cadena principal-puentes de hidrogeno de la cadena principal,
cadena lateral-puentes de hidrégeno de la cadena principal, cadena lateral-puentes de hidrogeno
de la cadena lateral, grupos aromaticos-grupos aromaticos e interacciones ionicas) estan
implicadas en la estabilidad térmica de algunas lipasas (Xie et al., 2014). Asi mismo, otros
reportes han descrito la relacion que existe entre la mejora de la estabilidad térmica de los GA-

CLEAs y su grado de entrecruzamiento (Majumder et al., 2008).
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Por su mayor termoestabilidad y enantioselectividad, se seleccion6 una concentracion de
28 mM de EDC para continuar con los siguientes estudios en donde se evaluaron la adicion de

BSA (ver seccion 9.3.2) y el tamafio del agente de entrecruzamiento (ver seccién 9.3.3).

9.3.2. Adicion de BSA como mejorador del entrecruzamiento

En este apartado se evalu6 el efecto de la adicion de BSA en las propiedades cataliticas de
los CRL-CLEAs. Las diversas ventajas sobre el empleo de BSA durante la preparacion de
CLEAs se encuentran bien documentadas (Cruz et al., 2012; Dong et al., 2010; Shah et al.,
2006). Para todos los casos se empled una concentracion de 28 mM de EDC-NHS debido a los
resultados obtenidos previamente (9.3.1). Diferentes cantidades de BSA afadida mostraron no
tener efecto en la morfologia de los CLEAs (Fig. 58), mientras que tuvieron un fuerte impacto en

su tamafio y propiedades cataliticas (Tabla 11).
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D6.0x2.5k 30pm

2 i _L ‘_‘;-. &r’
TM-1000 D62 x2.5k 30pm TM-1000 D6.0 x2.5k 30pm

Figura 58. CLEAs de tamafio diferente conforme a la cantidad de BSA adicionada. A) 0 mg, B) 5 mg, C) 10 mg, D)
30 mgy E) 50 mg.

En cuanto a su tamafio y actividad especifica, los CLEASs presentaron menor didmetro y
mayor actividad al ser preparados con menor cantidad de BSA. Asi mismo, al adicionar
pequefias cantidades de BSA (<10 mg), se tuvo un marcado efecto positivo en la actividad y
enantioselectividad de los CLEAs. La adicion de BSA durante la preparacion de GA-CLEAs
puede resultar en un aumento (Garcia-Garcia et al., 2011; Shah et al., 2006) o en una
disminucion (Cabana et al., 2007; Matijosyte et al., 2010) de su actividad catalitica. En nuestro
caso, la adicion de BSA no produjo ningun efecto positivo en la actividad especifica de los
CLEA:s, resultado también reportado para los CRL-CLEAS entrecruzados con GA (Kartal et al.,
2011).
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Tabla 11. Efecto de la cantidad de BSA adicionada en las propiedades de los CLEAs.

_ Actividad - Actividad
Diadmetro e Actividad e 5
BSA | CLEAL espemﬁ;:a recuperada’ espemf:ca ee E
my  * pNPB %) BFA' ) (9)
(um) (U/mg) (U/mg)
0 20-100 362 132 3.1 922 242
5 50-100 32° 122 45° 922 232
10 50-100 33 122 3.0° 912P 212
30 100-200 11° 9P 1.2° g7"° 15°
50 150-250 3¢ 9° 0.2° 84° 11°

Todos los CLEAs fueron preparados con 30 mg/mL [enzima], 3 g/L [PEl.5] y 28 mM [EDC-NHS]. 'Los
diametros de los CLEAs fueron estimados de las imégenes de SEM. *Las condiciones de reaccién fueron pNPB
0.5 mM en amortiguador de fosfatos (25 mM pH 7.0) a 25°C. ®La actividad recuperada fue estimada de la
actividad de los CLEAs con pNPB como sustrato. ‘Las condiciones de reaccion fueron BFA 5 mM en
amortiguador de acetato (10 mM, pH 5) a 25°C. °E fue calculado del coeficiente de las tasas de reaccion de (S)-
4cido mandélico/(R)-acido mandélico. **“*®Los valores con distintas letras son significativamente diferentes (P <
0.05). Los valores presentados son el promedio de tres ensayos independientes.

Del mismo modo, también se evalud la enantioselectividad de los CLEASs preparados a
diferentes cantidades de BSA afadida. Mientras que a bajas cantidades de BSA (<10 mg) la
enantioselectividad permanecio constante (alrededor de E) = 23), al aumentar la cantidad de
BSA (30 y 50 mg) se obtuvo una marcada disminucién de la enantioselectividad (alrededor de
Es) = 13) (Tabla 11). Del mismo modo, la actividad especifica de los CLEAs con BFA fue 22
veces mayor al adicionar 5 mg de BSA que al emplear 50 mg.

Por otro lado, la adicion de BSA mostr6 un notable incremento en la estabilidad térmica de
los CLEAs (Fig. 59). Los derivados mas termoestables fueron obtenidos al afadir 10 mg de
BSA. La misma mejora en estabilidad térmica se ha reportado para CLEAS de lacasas preparados
a diferentes relaciones de enzima/BSA (Cabana et al., 2007), asi como, para los de la CALB
(Cruz et al., 2012) y los de penicilin acilasa (Shah et al., 2006).

100+
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Sin embargo, a valores altos de BSA adicionada (30 y 50 mg), se obtuvieron CLEAS
menos estables que al adicionar 10 mg de BSA. Probablemente, este resultado esta relacionado a
un menor grado de entrecruzamiento que ocurre al adicionar mayor cantidad de BSA a una
misma concentracion de EDC-NHS. Esta explicacion es sostenida por la mayor cantidad de
proteina liberada en el medio después de someter a los CLEAs a una prueba de estabilidad

estructural por medio de un tratamiento térmico a 95°C por 5 min (Fig. 60).

20 -

Figura 60. Andlisis en gel de SDS-PAGE de la CRL y CRL-CLEAs preparados a diferente cantidad de BSA
afiadida. Carril 1: marcador de pesos moleculares; carril 2: CRL libre; carril 3: CLEAs preparados sin adicion de
BSA,; carril 4: CLEAs preparados con 5 mg de BSA,; carril 5: CLEAs preparados con 10 mg de BSA, carril 6:
CLEAs preparados con 30 mg de BSA; carril 7: CLEAs preparados con 50 mg de BSA. La electroforesis SDS-
PAGE se llevo a cabo como se describe en 8.2.2.

9.3.3. Efecto de la longitud de cadena del agente de entrecruzamiento

Con el objetivo de evaluar el efecto de la longitud de cadena de la PEI en la preparacion de
los CLEAS, éstos fueron preparados empleando una concentracion EDC-NHS de 28 mM vy la
adicién de 10 mg de BSA. Los CLEASs preparados con el agente de entrecruzamiento de tamafio
medio (PEl;3) presentaron mayor actividad especifica que los elaborados con el de menor
tamafio (DH) (Tabla 12). Este efecto puede atribuirse a que los agentes de entrecruzamiento de
mayor tamafio permiten la formacion de CLEAS menos compactos con mayor espaciamiento
entre cada molécula de enzima (Zhen et al., 2013). Por otro lado, con los agentes de
entrecruzamiento de mayor tamafio (PElz; y PElss5) los CLEAs fueron méas grandes y menos
activos que los obtenidos con la PEIl; 3. Este efecto también fue reportado para los CLEAS

entrecruzados con dextrano-aldehido (100-200 kDa) cuyos CLEAs presentaron un

114



Resultados y Discusién

entrecruzamiento menos adecuado que los obtenidos con glutaraldehido (0.1 kDa) (Valdés et al.,
2011).

Tabla 12. Efecto de peso molecular del agente de entrecruzamiento en las propiedades de los
CLEA:s.

Peso Diametro . L Actividad
Agente molecular del Actlv[d'ad Act|V|dad3 especifica o 5
entrecruzante especifica recuperada 4
(AE) e CEN pwesrumg 09 omg PO
DH 0.12 10-70 308 92 3.0 872 142
PEly3 1.3 50-100 33° 12° 3.3 91° 22°
PEl+ 70 100-200 24° 7° 3.78 93° 26°
PEl:50 750 100-300 22° 11¢ 1.8° 91° 21°

Todos los CLEAs fueron preparados con 30 mg/mL [enzima], 28 mM [EDC-NHS], 10 mg de BSA y 3 g/L de
cada agente entrecruzante. 'Los didmetros de los CLEAs fueron estimados de las imagenes de SEM. 2Las
condiciones de reaccién fueron pNPB 0.5 mM en amortiguador de fosfatos (25 mM pH 7.0) a 25°C. ®La actividad
recuperada fue estimada de la actividad de los CLEAs con pNPB como sustrato. “Las condiciones de reaccion
fueron BFA 5 mM en amortiguador de acetato (10 mM, pH 5) a 25°C. °E fue calculado del coeficiente de las
tasas de reaccion de (S)-acido mandélico/(R)-acido mandélico. **“%®Los valores con distintas letras son
significativamente diferentes (P < 0.05). Los valores presentados son el promedio de tres ensayos independientes.

En cuanto a su enantioselectividad, a mayor longitud de cadena del agente de
entrecruzamiento, los CLEAs fueron mas enantioselectivos, mientras que su actividad especifica
sobre el BFA fue casi independiente del tamafio molecular del agente de entrecruzamiento
(Tabla 12). Las PEIs empleadas en este trabajo son polimeros ionicos los cuales proveen un
micro ambiente con cargas positivas alrededor de la enzima y son responsables de las
condiciones hidrofilicas y electrostaticas que las rodean. Por lo tanto, las diferencias en el grado
de polimerizacion de las PEIs pueden modificar de maneras distintas el equilibrio de apertura-
cierre de la tapa de las lipasas y la conformacion del sitio catalitico, resultando en derivados

enzimaticos con enantioselectividad diferente.

El equilibrio de apertura-cierre de la tapa de las lipasas también es mediado por
interacciones electrostaticas entra la superficie de la enzima y la cara externa de la tapa cuando
ésta Ultima se encuentra en su forma abierta. Estas interacciones pueden ser modificadas en
presencia de polimeros hidrofilicos alrededor de la enzima. Por lo tanto, en este caso en
particular, las PEIs de mayor tamafio proveen un mayor microambiente cargado positivamente,

resultando en cambios conformacionales mas marcados en la estructura de la enzima. Como

115



Resultados y Discusién

resultado de estos cambios, se observd una enantioselectividad mejorada en la reaccion
hidrolitica del BFA (Tabla 12).

Como ejemplo, los CLEAs preparados con DH (DH-CLEAS) presentaron una
enantioselectividad similar a la obtenida con el derivado de la CRL inmovilizado en BrCN (E =
14 y E = 9.4, respectivamente) el cual provee a la enzima de un ambiente hidrofilico pero de
carga neutral. Por otro lado, los agentes poliméricos como la PEIl; 3 y PEl; proveen a la enzima
de un mayor ambiente hidrofilico cargado positivamente, mostrando una marcada mejora en la
enantioselectividad de sus respectivos CLEAs en comparacion con los derivados DH-CLEA y el
CRL-BrCN. Sin embargo, un aumento excesivo de las cargas positivas que rodean a la enzima
(como por ejemplo cuando la PEls, fue empleada) disminuyd la enantioselectividad de la
enzima ya que los CLEAs producidos con PEIl+so fueron menos enantioselectivos que los CLEAS
producidos con PEly. Con el objetivo de mejorar la mayor enantioselectividad obtenida, se
prepararon CLEASs con una PEI de tamafio intermedio entre la PEl; 3 la PEl;. Dicho polimero
fue la PElys, sin embargo, se obtuvo la misma enantioselectividad que con la PEI; 3 (resultados

no mostrados).

Asi mismo, la longitud de los agentes de entrecruzamiento tuvo un marcado efecto en la
estabilidad térmica de los CLEAs (Fig. 61). Los CLEAs pequefios y compactos obtenidos con el
DH y la PEl; 3 fueron mas termoestables que aquellos de mayor tamafio y espaciamiento
obtenidos con las PEIs méas grandes. El derivado méas termoestable fue el PEI; 3-CLEA, preparado
con 10mg de BSA y 28 mM de EDC-NHS. Bajo estas condiciones de produccién, el derivado
mantuvo el 61% de su actividad inicial después de 22 h de incubacién a 50°C, mientras que la
enzima libre perdié méas del 50% de su actividad inicial en menos de 2 h (Fig. 57).
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Figura 61. Efecto del agente de entrecruzamiento en la termoestabilidad de la CRL y CRL-CLEAs a 50°C, pH 7 por
22 h. Las barras representan la media de dos ensayos independientes * desviacion estandar.

Ademas de emplearse para la mejora de la termoestabilidad, las PEIs se han empleado para
el recubrimiento de enzimas inmovilizadas sobre soportes persistentes y han sido exitosamente
utilizadas para mejorar la estabilidad de los biocatalizadores enzimaticos durante la sintesis de
compuestos hidrofdbicos en solventes organicos (Guisan et al., 2001). Dicho efecto estabilizante,
puede atribuirse al microambiente hidrofilico creado alrededor de la enzima. Este ambiente es
capaz de mantener una capa de agua que rodea a la enzima, que es crucial para mantener la
flexibilidad de la enzima y ademas puede disminuir la concentracion de solvente organico en un
sistema bifasico (Cabrera et al., 2010).

El tamafio de los CLEAS es una propiedad importante para su aplicacion a larga escala, ya
que estd directamente implicada en su transferencia de masa y filtrabilidad (Sheldon, 2011b).
Preferentemente, los CLEASs porosos y de menor tamafio de particula son mas favorables debido
a que permiten mayor contacto enzima-sustrato, mientras que los de tamafio de particula mayor
disminuyen la probabilidad de formacion del complejo enzima-sustrato de las enzimas
entrecruzadas en el interior de la particula desperdiciando su actividad (Talekar et al., 2013).
Tipicamente, el tamafio de particula de los CLEAs varia desde 0.1 hasta 200 um. Sin embargo,
durante los ciclos de reuso, las operaciones de filtrado y centrifugado promueven la formacion de
clusters (agregados de CLEAS), los cuales presentan limitaciones de transferencia de masa con la

consecuente reduccién de la actividad especifica de los CLEAs (Aytar & Bakir, 2008). La
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concentracion tanto de enzima como la del agente de entrecruzamiento son variables importantes
que rigen el tamafio de los CLEAs. Ambos parametros pueden modificar la actividad recuperada
en forma de CLEA (Valdés et al., 2011). El efecto en el tamafio de particula de los CLEAs fue
estimado con SEM. Las imagenes revelaron que el tamafio y morfologia de los CLEAS es

fuertemente afectado por el tipo y tamafio del agente de entrecruzamiento empleado (Fig. 62).

TM-1000 D6.3 x2.5 30um

TM-1000 D6.4 x7.0 10pm TM-1000 D6.7 x2.5 30pm

Figura 62. Diferencias en el tamafio y morfologia de los CLEAs debidas al tipo y tamafio del agente de
entrecruzamiento. A) DH-CLEA, B) PEI; s-CLEA, C) PEl;,-CLEA y D) PEl;5-CLEA.

Como se esperaba, los agentes de entrecruzamiento de menor tamafio produjeron CLEAs
mas pequefios, mientras que los de mayor tamafio lograron CLEAs de tamafio mas grande (Tabla
12). Ademas, el tipo de agente entrecruzante también afecto la forma de los CLEAs. Con los
agentes de tamafio pequefio (DH) y medio (PEl; 3) se obtuvieron agregados entrecruzados con
forma de una red ramificada con forma de rizos (Fig. 62, A y B), mientras que los CLEAS
obtenidos con agentes de tamafio mayor (PElz y PElzs0) presentaron forma de una red porosa

homogénea (Fig. 62, C y D).

Con base en la actividad especifica, la actividad recuperada, la termoestabilidad y la
enantioselectividad; las mejores condiciones para la produccion de CRL-CLEAs fueron la PEI; 3
como agente de entrecruzamiento, la adicion del0 mg de BSA y una concentracion de EDC-
NHS de 28 mM. A pesar de que los PEIl7o-CLEAs mostraron mayor enantioselectividad que los

PEIl; 3-CLEAS, éste Gltimo mostro ser tres veces mas termoestable (Fig. 61), mientras que la
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mejora en enantioselectividad del PEIl7-CLEA no fue tan marcada (1.2 veces mayor). Los
CLEAs preparados bajo las condiciones anteriormente mencionadas, fueron comparados con los
CLEAs entrecruzados con glutaraldehido. Dicha comparacion se hizo en términos de actividad
especifica, actividad recuperada, estabilidad térmica y enantioselectividad.

9.3.4. Comparacion de los CLEAs entrecruzados via amino vs via carboxilo

Tradicionalmente, el glutaraldehido es el agente entrecruzante elegido para la preparacion de
los CLEAs. Por lo tanto, se hizo la comparacion de los amino-CLEAs (obtenidos por
entrecruzamiento con GA) y los carboxi-CLEAs. Ambos fueron preparados en presencia de
PEl; 3 (a la misma concentracion), 10 mg de BSA afadida e igual tiempo de entrecruzamiento
(30 min).

Los carboxi-CLEAs presentaron mayor actividad que los amino-CLEAs ya que en la
hidrolisis de pNPB y BFA los primeros tuvieron 1.3 y 2.3 veces mas actividad, respectivamente,
que los segundos (Tabla 13). Aunado a esto, los carboxi-CLEAs fueron méas termoestables que
los amino-CLEAs (Tabla 13). Este incremento en estabilidad puede ser explicado en términos de
rigidez molecular, ya que los carboxi-CLEAS presentan un mayor grado de entrecruzamiento que
los amino-CLEAs gracias a la mayor abundancia de los residuos con grupos carboxilo en
comparacion con los residuos con grupos amino de la enzima. Este efecto también fue
encontrado para los CALB-CLEAs entrecruzados con GA tras la aminacién de los grupos
carboxilo de la enzima con etilendiamina, los cuales fueron mas termoestables que los CALB-
CLEAs entrecruzados exclusivamente con GA sin aminacion previa (Galvis et al., 2012). En
cuanto a su selectividad, ambos CLEAs exhibieron una enantioselectividad similar en la

resolucion del (S)-acido mandélico, alcanzando el mismo exceso enantiomérico (Tabla 13).
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Tabla 13. Efecto de diferentes sitios de unién durante la preparacion de CRL-CLEAs

sitiodeunion V1984 ) ividad  Actividag  £CUVIdad
especifica 13 especifica ee =
para el 1 recuperada  residual 4
entrecruzamiento  PCD 2 (%) (%) BFA (%) (S)
(U/mg) (U/mg)
Grupos carboxilo 33 128 61 3.28 9118 228
Grupos amino 24° 122 19 1.4° 92° 26°

Todos los CLEAs fueron preparados con 30 mg/mL [enzima], 28 mM [EDC-NHS] 6 14 mM [GA], 10 mg de
BSAy [PEI, 5] 3 g/L. 'Las condiciones de reaccién fueron pNPB 0.5 mM en amortiguador de fosfatos (25 mM pH
7.0) a 25°C. 2La actividad recuperada fue estimada de la actividad de los CLEAs con pNPB como sustrato. *El
ensayo de estabilidad térmica fue realizado por incubacién a 50°C, pH 7 por 22 h. “Las condiciones de reaccion
fueron BFA 5 mM en amortiguador de acetato (10 mM, pH 5) a 25°C. °E fue calculado del coeficiente de las tasas
de reaccion de (S)-4cido mandélico/(R)-acido mandélico. **“%*Los valores con distintas letras son
significativamente diferentes (P < 0.05). Los valores presentados son el promedio de tres ensayos independientes.

Finalmente, la preparacion de CLEAS via entrecruzamiento de los grupos carboxilo de las
enzimas por activacion con EDC-NHS vy unién irreversible con PEI demostré ser una
metodologia potencial para ser empleada en el entrecruzamiento de enzimas ya que los carboxi-
CLEAs presentaron mayor actividad especifica y estabilidad térmica que los amino-CLEAsS,

mientras que ambos exhibieron una enantioselectividad similar hacia el (S)-acido mandélico.

9.4. Inmovilizacion de la CRL sobre soportes de agarosa

Como parte complementaria de este trabajo se prepararon derivados de la CRL
inmovilizados sobre soportes de agarosa para su comparacion con los derivados de la CRL en
forma de carboxi- y amino-CLEAs. La agarosa es un biopolimero extraido de las algas marinas y
esta formado principalmente por unidades de [B-D-galactopiranosa y a-D/L-galactopiranosa
(Rinaudo, 2008). Durante varias décadas se ha empleado extensivamente para la inmovilizacion
de enzimas gracias a que es bastante inerte, de facil manejo y activacion; ademéas de que la
actividad de las enzimas inmovilizadas en este material puede ser analizada por métodos
espectrofotométricos y puede emplearse en reactores de lote gracias a que es compresible y
soporta condiciones de agitacion suaves (Guisan, 1988). Para llevar a cabo la inmovilizacion en
soportes de agarosa, fue necesario el estudio de la estabilizacion de la CRL en condiciones
desnaturalizantes de pH. Dichas condiciones son requeridas para algunas de las metodologias de
inmovilizacion sobre soportes de agarosa, asi como algunas otras como el efecto de los

detergentes sobre la actividad de la CRL.
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La CRL tiene una fuerte tendencia a formar dimeros lipasa-lipasa cuando se encuentra en
medio acuoso (Palomo et al., 2003). Dichos dimeros pueden presentar propiedades cataliticas
distintas a las de la enzima en su forma monomeérica (Palomo et al., 2005; Wilson et al., 2006b).
Por lo tanto, para evitar la inmovilizacion de dimeros de la enzima fue necesario el empleo de un
detergente. Para ello, primero se realizé un estudio del efecto de la concentracion de Triton X-
100 en la actividad de la enzima (Fig. 63). Concentraciones menores al 0.05% del detergente no
tienen efecto negativo sobre la actividad de la CRL, por lo que se selecciond la concentracion de
0.05% de Triton X-100 para la preparacion de los derivados de la CRL inmovilizados en
soportes de agarosa. Ademas, se ha reportado que a con una concentracion de Triton X-100 de
0.1% se puede medir mas del 90% de la actividad especifica relativa de la CRL (dicho valor no
contempla la inhibicion causada por el detergente a la concentracion empleada)
independientemente de la concentracion de la misma (en un intervalo de hasta 4 pg de

proteina/mL) (Palomo, 2003).
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Figura 63. Efecto del Triton X-100 sobre la
actividad de la CRL. En todos los casos se empled
un volumen de reaccion 2 mL en una celda de UV-
VIS con 1 pg de preparacion comercial de
CRL/mL. El sustrato empleado fue 0.5 mM de
pNPB en amortiguador de fosfatos (25 mM pH 7) a
25°C.
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Asi mismo, fue necesario llevar a cabo un estudio de estabilizacion de la CRL en
condiciones de pH alcalino (pH = 10); ya que la inmovilizacion de enzimas sobre soportes
glioxil-agarosa requiere estas condiciones de pH para poder llevar a cabo la union multipuntual
de los grupos amino presentes en la enzima. Debido a su capacidad de retencion de agua, se ha
reportado que los polioles crean un efecto amortiguador de pH alrededor de la enzima, con la
consecuente estabilizacion de las mismas en condiciones de pH alcalino (Christakopoulos et al.,
1998; Park & Kajiuchi, 1995). Por ello, se evaluo el efecto estabilizante de 3 diferentes polioles
(Fig. 64).
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Figura 64. Cinética de inactivacion de la CRL a pH
- Dextrano-10% 10 en presencia de polioles. En todos los casos se
incubaron 73 pg de preparacion comercial de
CRL/mL. Para medir actividad el sustrato empleado
fue pNPB como se describe en 8.1 en ensallo en
celda de 3 mL.

Como agente estabilizante de la CRL a pH alcalino se selecciond el polietilenglicol (PEG),

ya que éste tuvo el mayor efecto estabilizante logrando preservar el 44% de la actividad inicial

después de 26 h de incubacion a pH 10. Posteriormente se evaluaron diferentes concentraciones

de PEG en las mismas condiciones de pH (Fig. 65).
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Figura 65. Cinética de inactivacion de la
CRL a pH 10 en presencia de
polietilenglicol (PEG). En todos los casos se
incubaron 73 pg de preparacion comercial
de CRL/mL. Para medir actividad el sustrato
empleado fue pNPB como se describe en 8.1
en ensallo en celda de 3 mL.

La adicion de PEG al 40 y 50% logro mantener el 62% de la actividad inicial de la CRL

después de 23 h de incubacion a pH 10. EI PEG es un polimero inerte que presenta muy poca

interaccion con la CRL, ademas de que se ha demostrado que afecta muy poco su actividad

enzimatica, aunado a que no altera la estabilidad termodinamica de la isoforma Lipl de la CRL

(Bassani et al., 2010). Con los resultados anteriores, se selecciond el PEG al 40% para llevar a

cabo la inmovilizacion de la CRL en condiciones de pH alcalino. La concentracion de 50% de
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PEG se descartd ya que la alta viscosidad de la solucion dificulta la agitacion durante el proceso

de inmovilizacion.

En muchos casos, la inmovilizacion esta asociada a la pérdida de actividad enzimatica y a
la afectacion de otras de sus propiedades cataliticas. Por ello, se requiere llevar a cabo el estudio
de una variedad de soportes que permitan orientaciones y situaciones diferentes de la enzima con
el fin de obtener alguna en donde la enzima presente propiedades mejoradas (Rodrigues et al.,
2013). Por este motivo, se prepararon derivados de la CRL con orientaciones diferentes de la
enzima mediante su inmovilizacion en soportes de agarosa activados con 6 diferentes grupos

reactivos (Tabla 14).

Tabla 14. Soportes de agarosa activados con diferentes grupos funcionales y su orientacion
empleados en esta tesis

Soporte Tipo de unién Orientacion de la enzima
BrCN covalente unipuntual unién del amino terminal
Glioxil covalente multipuntual zona més rica en lisinas

1" - adsorcion ionica 1" - zona mas rica en cargas negativas
A 2% _ unién covalente 2% _ zona mas rica en lisinas
MANAE adsorcion ionica zona Mas rica en cargas negativas
Octil o . . . .
Natil adsorcion hidrofébica zona con mas residuos hidrofébicos

El estudio de la inmovilizacién de enzimas sobre un soporte requiere la preparacion de
derivados diluidos, ya que con derivados altamente cargados se presentan fenémenos de baja
difusion del sustrato enmascarando el verdadero efecto de la inmovilizacion sobre la actividad de
la enzima (Guisan, 1988). Debido a lo anterior, la inmovilizacion de la CRL en los seis soportes
probados se llevo a cabo a tres diferentes cargas enzimaticas: 1, 10 y 100 mg de preparacion
comercial de CRL/g soporte (Tabla 15). Como se demuestra en la tabla 15, independientemente
del tipo de soporte empleado, la mayor actividad expresada inmovilizada (A¢j) Se recupera a
menores cargas enzimaticas. De manera que con los derivados de carga enzimatica de 1mg/g de
soporte se pudo observar el efecto real del tipo de inmovilizacién sobre la actividad enzimatica

resultante.
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Tabla 15. Inmovilizacion de la CRL sobre soportes de agarosa a diferentes cargas enzimaticas

Derivado de Carga: 1 mg'/g Carga: 10 mg'/g Carga: 100 mg'/g
CRL soporte soporte soporte
YI (%) A (%) Yi®%) A (%) Y% A (%)

BrCN 86 24 54 15 75 4
GA 100 4 100 8 95 6
glioxil 100 28 99 7 92 4
Octil 100 72 100 53 100 3
Naftil 100 90 41 24 12 54
MANAE 79 42 83 14 29 12

*Miligramos de preparacion comercial de la CRL. 'Y = rendimiento de inmovilizacién, definido por Y= [(actividad
inicial — actividad en sobrenadante)/ (actividad inicial)]. 2A = actividad expresada inmovilizada, definida por A, =
(actividad final del derivado)/(actividad inicial — actividad sobrenadante).

La mayor A se obtuvo con los soportes de adsorcion hidrofobica (octil- y naftil-agarosa),
alcanzando hasta un 90% con la naftil-agarosa. Por otro lado, con el soporte octil-agarosa se
logré inmovilizar el 100% de la enzima ofrecida con cargas desde 1 hasta 100 mg/g soporte; sin
embargo la A se redujo a la mitad al pasar de 1 a 10 mg/g soporte y mas drasticamente al pasar
de 1 a 100mg/mg soporte (A¢ = 72% y 3%, respectivamente). En cambio, con el soporte naftil-
agarosa, Unicamente se logré inmovilizar el 100% de la enzima a la carga enziméatica mas baja.
De manera que el soporte octil-agarosa presenta mayor afinidad por la enzima que el de naftil-
agarosa. Esto puede explicarse por la diferencia en tamafio molecular de los sustituyentes de
cada grupo activo en el soporte. Los grupos octilo presentan un tamafio menos voluminoso que
los grupos naftilo (el grupo naftilo presenta dos anillos bencénicos en su estructura, mientras que
el grupo octilo es una cadena alifética lineal de 8 carbonos). Dicha diferencia estructural permite
un mayor contacto entre la enzima y el grupo activo menos voluminoso, ademas de que
probablemente ambos soportes presentan diferente cantidad de grupos activos por unidad de
superficie (probablemente sea menos densa en la naftil-agarosa). Se ha reportado que el soporte
octil-agarosa 4BCL tiene una capacidad de carga maxima de hasta 20-30 mg/mL de una
proteina de tamafio de alrededor de 60 kDa (Fernandez-Lafuente et al., 1998). En comparacion
con las cargas enzimaticas probadas en este trabajo, la mas alta (100 mg de preparacion
comercial de CRL/g de soporte) representa alrededor del 10% de la maxima capacidad de carga
de la octil-agarosa (la preparacion enzimatica comercial tiene alrededor de 20 mg de proteina/g
polvo). En resultados similares se recuper6 el 90% de la actividad residual de la CRL a una carga
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enzimatica de 1 mg/mL de soporte al inmovilizar esta enzima sobre octil-agarosa (Palomo,
2003).

Comunmente, en la inmovilizacién de lipasas, los soportes de adsorcion hidrofébica suelen
recuperar la mayor cantidad de actividad expresada inmovilizada (Aei) en comparacion con otros
soportes en donde hay unién quimica o adsorcion por cargas. Incluso, se ha reportado que las
lipasas adsorbidas en soportes hidrofobicos presentan un fendmeno de hiperactivacion al
encontrarse adsorbidas sobre la superficie hidrofobica del soporte (Fernandez-Lorente et al.,
2008; Palomo et al., 2002b). Esta hiperactivacion se explica ya que el tipo de interaccion
hidrofobica enzima-soporte simula las condiciones de activacion interfacial de las lipasas al

contacto con interfases aceite-agua (Fernandez-Lafuente et al., 1998).

Cuando la CRL fue inmovilizada sobre un soporte de intercambio anionico (MANAE-
agarosa) la enzima fue adsorbida rapidamente al soporte (30 min) junto con la pérdida del 58%
de la actividad inmovilizada (Tabla 15). Sin embargo, la pérdida de actividad no fue tan dréastica
como la obtenida al inmovilizar la enzima en soportes de unién covalentemente. Asi mismo, se
ha reportado la inmovilizacion de la CRL sobre soportes de intercambio anionico como la
agarosa activada con PEI (PEl-agarosa), en donde el mecanismo de union enzima-soporte es el
mismo que con la MANAE-agarosa. En este estudio, se logré recuperar cerca del 80% de la
actividad inmovilizada (Palomo, 2003).

La inmovilizacion covalente de la CRL sobre los soportes probados, se llevé a cabo en
tiempo bastante cortos (7 y 30 min para BrCN y GA-agarosa, respectivamente; y de 15 a 30 min
para la glioxil-agarosa), de manera que los grupos superficiales de la enzima presentan una fuerte
reactividad frente a los grupos reactivos de este tipo de soportes. No obstante, el derivado
preparado en glioxil-agarosa requiere de una incubacién mas prolongada (24 h) para garantizar la
formacion de un mayor nimero de enlaces que permitan una union multipuntual entre la enzima
y el soporte. De estos tres soportes, aquel en donde la enzima presenté menor A fue la GA-
agarosa (4%), mientras que en los soportes BrCN- y glioxil-agarosa la enzima logro expresar
alrededor del 26% de la actividad inmovilizada (Tabla 15). Por lo que éste tipo de soportes de
unién covalente provocan la pérdida de méas del 70% de la actividad inmovilizada posiblemente
debido a dos motivos: 1) una inadecuada orientacién de la enzima que aumenta los problemas
estéricos para reconocer el sustrato, y 2) causan modificaciones estructurales de la CRL que
provocan la pérdida de la actividad inmovilizada, incluso cuando la enzima se une Unicamente

por el extremo del amino terminal (soporte BrCN-agarosa). En comparacion con los resultados
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obtenidos en la presente tesis, se ha reportado la inmovilizacion de la CRL en GA-agarosa, en
donde recuperaron el 23% de la actividad inicial empleando una carga enzimatica de 1 mg/mL
de soporte (Palomo, 2003). Sin embargo, el reporte mencionado anteriormente llevé a cabo la
inmovilizacion a pH 6 y en ausencia de Triton X-100, lo que podria explicar las diferencias

encontradas.

A pesar que de la baja actividad residual de la CRL inmovilizada sobre soportes de unién
covalente, dichos derivados presentan cambios interesantes en sus propiedades cataliticas. Por
ejemplo, al estudiar el fendmeno de inhibicion/activacion del Triton X-100 sobre el derivado de
la CRL inmovilizado en glioxil-agarosa (glioxil-CRL), observamos efectos diferentes a los
encontrados con la CRL libre (Fig. 66). Mientras que una concentracion menor a 0.1% de Triton
X-100 tiene un efecto poco marcado en la actividad de la enzima, a concentraciones de 0.2% del
detergente la enzima libre se ve inhibida en mas de un 25%, mientras que la glioxil-CRL
presenta un fenémeno de hiperactivacion del 200%.
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9.5. Estabilidad de los derivados de la CRL inmovilizados en forma de CLEAs y sobre
soportes de agarosa

Ademas de permitir la reutilizacion de las enzimas, el proceso de inmovilizacion también
ha sido ampliamente empleado para aumentar la estabilidad enzimatica frente a condiciones
desestabilizantes /desnaturalizantes (Adlercreutz, 2013; Stepankova et al., 2013). Con la
finalidad de evaluar la estabilizacion de los derivados de la CRL, se evalu6 su estabilidad frente

a la temperatura y solventes.
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9.5.1. Estabilidad térmica de los derivados de la CRL inmovilizados en forma de CLEAs y
sobre soportes de agarosa

Dado que la termoestabilidad de los CRL-CLEAs ya se habia determinado (ver seccion
9.3, Figs. 57, 59, 61 y Tabla 13), se procedio a evaluar la estabilidad térmica de los derivados de
la CRL inmovilizados sobre soportes a 50°C y pH 7 (Fig. 67). El derivado mas estable fue el de
glioxil-CRL que logré mantener el 87% de actividad residual durante 150 h. Este resultado era
esperado ya que en comparacion con los demas soportes probados, la unién multipuntual que
provee el soporte glioxil-agarosa es la més intensa de todas, logrando una gran estabilizacion de
la estructura tridimensional de la enzima (Mateo et al., 2006). Este tipo de soporte se ha
empleado para la mejora en la estabilidad térmica de numerosas enzimas (Mateo et al., 2007b).
Por otro lado el derivado de unién covalente GA-agarosa, también mostré una estabilizacion de
la enzima (55% de su actividad inicial a las 22 h de incubacién a 50°C). Sin embargo, en tiempos
de incubacion mas prolongados, s6lo mantuvo el 35% de su actividad residual. Otros reportes
han logrado mantener el 60% de la actividad del GA-CRL durante 100 h de incubacién a 45°C
(Palomo et al., 2002b). En contraste, el derivado BrCN-CRL mostrd la menor estabilidad térmica
en comparacion con los otros dos derivados de union covalente (48% y 2%, de actividad residual
a las 22 y 150 h de incubacion, respectivamente). A pesar de que éste derivado Unicamente
provee a la enzima de una union covalente unipuntual por el extremo del amino terminal, en
tiempos de incubacion < 20 h se observé una mejora en la estabilidad térmica en comparacion

con la enzima libre.
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Figura 67. Inactivacion térmica de la CRL y sus diferentes derivados inmovilizados sobre soportes de agarosa. (M)
Glioxil-CRL, (®) Naftil-CRL, (M) GA-CRL, (®) BrCN-CRL, (®) Octil-CRL, (®) MANAE-CRL y (A) CRL libre.
En todos los casos se incubaron 2 mL de suspension (1:10) de cada derivado en amortiguador fosfatos 25 mM pH 7
a 50°C. La actividad residual se midié con pNPB como sustrato. Los simbolos representan el valor promedio de dos
ensayos independientes + desviacion estandar.
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En comparacion con la estabilidad enzimatica lograda con la inmovilizacion covalente en
forma de CLEAs, el derivado mas estable (PEIl;3-CLEA con 10 mg de BSA y 28 mM de EDC-
NHS) logr6 mantener el 30% de su actividad inicial después de 150 h de incubacién a 50°C en
las mismas condiciones (datos no mostrados). De manera que, a pesar de la ausencia de un
soporte, el efecto estabilizante obtenido con el entrecruzamiento fue casi igual que el de la GA-
CRL, pero menor que el obtenido con la glioxil-CRL. Otro estudio ha reportado la comparacion
del efecto estabilizante frente a la temperatura al inmovilizar la enzima penicilin G acilasa
(PGA) sobre soportes GA-agarosa y en forma de PGA-CLEAs (Wilson et al., 2004a). Dicho
trabajo ha reportado que se obtiene un mayor efecto estabilizante con el derivado de PGA
inmovilizado sobre soporte (GA-PGA), en comparacion con los CLEAs (= 80% y ~ 20% de
actividad residual después de incubacion a 50°C por 24 h, GA-PGA y PGA-CLEA,
respectivamente) (Wilson, 2004). Por otro lado, otros reportes encontraron que los CLEAs de la
enzima glutaril acilasa (GAC-CLEAS) recubiertos con una mezcla de PEI-PEG (PEG-PEI-GAC-
CLEAs), mostraron una mayor estabilidad térmica que un derivado de GAC adsorbido por
intercambio anidnico en un soporte PEl-agarosa (= 80 y =~ 30% de actividad residual después de
incubacién a 45°C por 9 h, PEI-PEG-GAC-CLEA y PEI-GAC, respectivamente) (LOpez-
Gallego, 2006). Con estos resultados, podemos decir que el efecto termoestabilizante obtenido
por entrecruzamiento de enzimas en forma de CLEAS entrecruzados en presencia de PEI, es
similar al logrado con soportes de unién covalente multipuntual como los soportes GA-agarosa;
con la ventaja de que los primeros no requieren el empleo de un soporte.

En cuanto al efecto estabilizante obtenido con los soportes de adsorcién enzimética, se
obtuvo una notable estabilizacién de la CRL al estar inmovilizada en el soporte naftil-agarosa
(64% actividad residual a las 150 h), mientras que con la octil-agarosa el efecto fue menos
marcado (33% y 14% de actividad residual a las 22 y 150 h, respectivamente). A pesar de que
ambos soportes tienen una interaccion hidrofdébica con la enzima, el efecto estabilizante fue 4.6
veces mayor con el mas hidrofébico. Probablemente, esta diferencia pueda explicarse en términos
de la intensidad de la interaccién hidrofébica enzima-soporte, resultando en derivados mas
estables cuando la interaccion es mas intensa. Estos resultados concuerdan con otros reportes en
donde han encontrado una marcada estabilizacion de la CRL al ser inmovilizada en un soporte de
adsorcion hidrofébica (octadecyl-sepabeads), el cual mantuvo el 100% de actividad inicial

durante 100 h de incubacién a 45°C y pH 7 (Palomo et al., 2002b). Mientras que en otro reporte,
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el derivado octil-CRL mantuvo poco menos del 50% de su actividad inicial al ser incubado a
50°C pH 7 por 100 h (Pizarro et al., 2012).

Por Gltimo, el derivado MANAE-CRL inmovilizado por intercambio anionico, también
mostro una termoestabilidad mejorada en comparacién con la enzima libre, y ligeramente mayor
a la obtenida con la octil-CRL. Otros reportes en donde se emple6 PEI-CRL, lograron mantener
cerca del 80% de la actividad inicial después de 100 h de incubacion a 37°C y pH 7 (Palomo et
al., 2002a).

9.5.2. Estabilidad en solventes organicos de los derivados de la CRL inmovilizados en
forma de CLEAs y sobre soportes de agarosa

Una de las caracteristicas mas interesantes de las lipasas es su aplicacién en reacciones de
sintesis en medios no acuosos (Adlercreutz, 2013; Carrera & Riva, 2008; Klibanov, 2001). Sin
embargo, generalmente en estas condiciones de reaccion las enzimas no son suficientemente
estables. Por este motivo, se estudié la estabilidad de la CRL y sus derivados inmovilizados

frente a varios solventes: etanol, metanol y ciclohexano.

El primer solvente probado fue el etanol (50%), el cual es un solvente polar (Fig. 68). La
enzima libre perdié el 65% de su actividad inicial después de 1.3 h en contacto con dicho
solvente, manteniendo s6lo el 20% después de 97 h. Con seis de los derivados de la CRL
preparados se logré una mayor estabilidad que con la enzima libre. Aquellos mas estables fueron
los inmovilizados via unién covalente, entre ellos el amino-CLEA, glioxil-CRL y GA-CRL
lograron mantener alrededor del 50-60% de su actividad inicial después de 97 h. A pesar de que
el carboxi-CLEA mostro una estabilidad similar a las anteriores antes de las 5 h (60% actividad
residual), después de las 23 h de incubacion su actividad residual fue menor al 50%, perdiendo
un 10% maés después de las 97 h. La estabilizacion frente al etanol lograda con los PEI-CLEAS
se puede explicar gracias al microambiente hidrofilico generado alrededor de la enzima, el cual
disminuye el contacto del solvente con la enzima (Guisan et al., 2001). Por otro lado, los
derivados como la glioxil- y la GA-CRL favorecen la inmovilizacion de la lipasa en su forma
con la tapa cerrada (Palomo et al., 2002b), lo que estabiliza la forma del sitio catalitico ademas

de prevenir un alto contacto del solvente con esta zona.
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Figura 68. Estabilidad de la CRL y de sus diferentes derivados inmovilizados sobre soportes de agarosa en
presencia de etanol. (M) Glioxil-CRL, (®) GA-CRL, () BrCN-CRL, (m) MANAE-CRL, (®) Octil-CRL, (®)
Naftil-CRL, (W) Carboxi-CLEA, (®) Amino-CLEA y (A) CRL libre. En todos los casos se incubaron, 2 mL de una
suspension de CLEAs con 30-40 ug de proteina/mL 6 2 mL de suspension (1:10) de cada derivado en una mezcla
50:50 etanol/amortiguador fosfatos 25 mM pH 7 a 25°C. La actividad residual se midié con pNPB como sustrato.
Los simbolos representan el valor promedio de dos ensayos independientes + desviacidn estandar.

Por otro lado, los derivados como la naftil-CLR y el BrCN-CRL mantuvieron entre 30 y
40% de su actividad residual después de 97 h con un comportamiento similar al de la enzima
libre, por lo que dichos soportes no tuvieron un marcado efecto estabilizante. Asi mismo, los
derivados de la CRL inmovilizados por adsorcion como los octil-CRL y MANAE-CRL,

presentaron incluso una menor estabilidad que la enzima libre.

Dado que el mayor efecto estabilizante frente al etanol, fue obtenido con el amino-CLEA,
se probo la estabilidad de dicho derivado en otro solvente polar, el metanol (40%). Dicho
derivado logré mantener el 70% de su actividad inicial después de 23 h de incubacion en
presencia de este solvente, mientras que la enzima libre sélo retuvo el 20% en el mismo tiempo

de tratamiento (datos no mostrados).

Posteriormente, se determind la estabilidad de los derivados de la CRL en presencia de un
solvente organico no polar, el ciclohexano (50%). Dicho solvente fue elegido ya que se empled
como medio de reaccion para una reaccion modelo estudiada (ver seccion 9.7). La CRL libre se
vio rapida y totalmente inactivada en 5 h de tratamiento, mientras que todos los derivados

presentaron un marcado efecto estabilizante (Fig. 69).
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Figura 69. Estabilidad de la CLR y de sus diferentes derivados inmovilizados sobre soportes de agarosa en
presencia de ciclohexano. (®) Glioxil-CRL, (®) GA-CRL, (@) BrCN-CRL, (®m) MANAE-CRL, (®) Octil-CRL,
(@) Naftil-CRL, (m) Carboxi-CLEA, (®) Amino-CLEA y (A) CRL libre. En todos los casos se incubaron, 2 mL de
una suspension de CLEAs con 30-40 pg de proteina/mL 6 2 mL de suspension (1:10) de cada derivado en una
mezcla bifasica 50:50 ciclohexano/amortiguador fosfatos 25 mM pH 7 a 25°C. La actividad residual se midi6 con
pNPB como sustrato. Los simbolos representan el valor promedio de dos ensayos independientes + desviacion
estandar.

Contrario a lo observado con etanol, en ciclohexano, los derivados mas estables fueron
aquellos preparados por adsorcion. Entre ellos, los de adsorcion hidrofébica mostraron incluso
un fendmeno de hiperactivacion. Con las naftil-CRL y octil-CRL se logré recuperar el 320 y
257% de la actividad inicial, respectivamente, después de 100 h de incubacion en dicho solvente.
El efecto activador observado se explica en términos de activacion interfacial en presencia del
sistema bifasico solvente-agua, en donde ademas, el solvente no polar estabiliza las interacciones
hidrofébicas enzima-soporte. Este fendmeno también fue reportado por Pizarro y colaboradores
(Pizarro et al., 2012) quienes estudiaron la estabilidad de la octil-CRL en ciclohexano y hexano
(1000% y >600% de actividad residual a las 120 h, respectivamente), sin embargo en
comparacion con los resultados obtenidos en este trabajo, el efecto activador fue 3 veces menor.
Dichas discrepancias pueden explicarse en las diferencias entre las cargas enzimaticas empleadas
durante la preparacion de los derivados de la CRL en ambos trabajos. Por otro lado, con los
derivados glioxil-CRL, GA-CRL, carboxi- y amino-CLEA, se tuvo un efecto estabilizante que
logr6 mantener en todos los casos mas del 100% de la actividad inicial durante todo el
tratamiento. Los CLEAs no mostraron un fuerte efecto de activacion, mientras que los otros dos
derivados si lo presentaron. De manera que nuevamente observamos como la presencia de PEI

en los derivados sin soporte (CLEAS), logra disminuir el contacto de los solventes no polares con
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la enzima, en donde se logré mantener la actividad inicial casi inalterada en presencia de
ciclohexano. En cambio, en los otros soportes (glioxil- y GA-agarosa) los derivados mostraron

un fendmeno de activacion ya que el solvente tiene mayor contacto con la enzima.

9.6. Modulacion de la enantioselectividad de la CRL y sus derivados inmovilizados

Dada la importancia de la enantioselectividad dentro de las propiedades cataliticas de las
lipasas, se llevd a cabo el estudio de la modificacion de la selectividad de los derivados
inmovilizados de la CRL en dos reacciones modelo. Ademas de las diferentes orientaciones
logradas con los distintos soportes probados, el empleo de la ingenieria del medio de reaccién y
las modificaciones quimicas de dichos derivados fue usada en conjunto para lograr al menos un
biocatalizador que mostrara una enantioselectividad suficiente para una posible aplicacion
industrial (E > 20) (Bornscheuer & Kazlauskas, 2006Db).

9.6.1. Hidrodlisis enantioselectiva del 1-feniletil acetato (FEA)

Dentro de los compuestos enantiopuros de interés industrial, los alcoholes quirales tienen
un papel importante durante la sintesis de compuestos farmacéuticos, asi como también en la
industria de saborizantes y aromatizantes para alimentos (Ni & Xu, 2012; Wu & Xiao, 2007).
Por ello, se estudié la enantioselectividad de los derivados de la CRL en la resolucion del (S)-1-

feniletanol a partir de la hidrolisis del 1-feniletil acetato racémico (rac-FEA) (Fig. 70).

o o

PN OH N

rac-1-feniletil (S )-1-feniletanol (R)-1-feniletil
acetato acetato

Figura 70. Hidrolisis enantioselectiva del 1-feniletil acetato racémico para la resolucion del (S)-1-feniletanol
catalizada por lipasas.

La primera parte consistio en la evaluacion del efecto del pH en la resolucion del (S)-1-
feniletanol con los diferentes derivados de la CRL (Tabla 16). Como tendencia general, todos los
derivados presentaron mayor preferencia hacia la hidrolisis del enantiomero S del sustrato. Asi

mismo, todos los derivados tuvieron mayor actividad a pH 7 que a pH 5 (en promedio 3.6 veces
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mas). Este resultado puede explicarse ya que en otros reportes se ha encontrado que la CRL
presenta una actividad optima a un pH = 6.5, manteniendo el 80% de esta actividad maxima a pH
7, mientras que a pH 5 tan solo presenta alrededor del 55% de la actividad obtenida a pH 6.5
(Ozturk, 2001). Asi mismo, en la mayoria de los derivados la enantioselectividad fue mayor a pH
7 que a pH 5 (Tabla 16). Sin embargo, los valores de E alcanzados a pH 7 no fueron mayores a

20 en ninguno de los casos probados.

Tabla 16. Efecto del pH y el tipo de inmovilizacion en la reaccion de hidrolisis del rac-1-FEA
catalizada por los derivados inmovilizados de la CRL.

pH 5 pH 7

Derivados Act|v!d.ad E! Actlv!d_ad E!

especifica ) especifica ©)

(Ulg) (Ulg)

carboxi-CLEA 242 12 1612 52
amino-CLEA 13° 18 20° 62
BrCN 85° gP 277° 6°
GA 41° Qv 56° 12°
glioxil 39¢ ND 176° 6°
octil 242° 18 752 78
naftil 11° 11° 459 6°
MANAE 133f gP 602" 10°

Las condiciones de reaccion fueron rac-1-FEA 5 mM en amortiguador 10 mM (acetatos y Tris, pH 5y pH 7,
respectivamente) a 25°C. ND = no determinado. 'E fue calculado del coeficiente de las tasas de reaccion de (S)-1-
feniletanol/(R)-1-feniletanol. **““*"9"_os valores con distintas letras son significativamente diferentes (P < 0.05).
Los valores presentados son el promedio de dos ensayos independientes.

Posteriormente, haciendo uso de la ingenieria del medio de reaccidn, se evalud el efecto de
la temperatura (4°C) y la adicion de un co-solvente (acetonitrilo) en la enantioselectividad
resultante de los derivados de la CRL (Tabla 17). El efecto obtenido al disminuir la temperatura
de 25°C a 4°C fue muy marcado en cuanto a la actividad de los biocatalizadores, ya que en todos
los casos su actividad disminuyo entre 10 y 60 veces. Ademas, la enantioselectividad se vio poco
mejorada en ambas temperaturas, ya que en algunos casos se obtuvieron valores de E iguales (E
de los derivados carboxi-CLEA, amino-CLEA, BrCN-CRL vy glioxil-CRL, sin diferencia
significativa con P < 0.05), habiendo casos en donde la E fue menor a 4°C que a 25°C. Dicha
disminucion en la actividad se explica ya que la temperatura optima de actividad de la CRL se
encuentra alrededor de los 30-35°C (Ozturk, 2001). Sin embargo, a pesar de que la disminucion

de la temperatura no reportd mejoras en la enantioselectividad, fue necesario mantener esta baja
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temperatura al probar la adicion de acetonitrilo al medio de reaccion. La actividad de los
derivados de la CRL a pH 7, 4°C y en presencia de acetonitrilo al 30%, resulté aun menor que a
4°C (Tabla 17). Sin embargo, al llevar a cabo la reaccion en las mismas condiciones pero a 25°C
la actividad fue muy similar, con la desventaja de que no se obtuvo mejora en la selectividad
(datos no mostrados). Por el contrario, la enantioselectividad de los derivados en estas
condiciones a 4°C se vio incrementada de una manera muy marcada. En este caso, se obtuvieron

5 derivados con una E > 20, alcanzando una E maxima > 200 con el derivado MANAE-CRL.

Tabla 17. Efecto de la temperatura y la adicion de co-solvente en la hidroélisis del rac-1-FEA
catalizada por los derivados inmovilizados de la CRL.

4°C 4°C, acetonitrilo (30%)

Derivados Actividad £l Actividad £l

especifica ) especifica )

(Ulg) (Ulg)

carboxi-CLEA 2ab 6° 0.1° 142
amino-CLEA 2ab 52 0.05° 132
BrCN 5d 780 0.4° 41°
GA 18 6° 0.12° 19°
glioxil 2aP 6 0.1° 27°
octil 19° 10° 0.3 34¢
naftil 3be gPe 0.1° 106"
MANAE 4°%¢ 52 0.5° >200¢

Las condiciones de reaccion fueron rac-FEA 5 mM en amortiguador Tris (10 mM, pH 7). 'E fue calculado del
coeficiente de las tasas de reaccion de (S)-1-feniletanol/(R)-1-feniletanol. *“%*"9| os valores con distintas letras
son significativamente diferentes (P < 0.05). Los valores presentados son el promedio de dos ensayos
independientes.

La marcada disminucion de la actividad enzimatica en presencia del co-solvente puede
estar ligada tanto a cambios conformacionales de la enzima, como a la disminucion de la
desolvatacion del sustrato (mayor energia de activacion para formar el complejo enzima-
sustrato), asi como también a la disminucion de la flexibilidad enzimatica y a la desestabilizacion
de complejo enzima-sustrato debida a la menor solvatacion del intermediario tetraédrico formado
(Klibanov, 1997; Klibanov, 2001). Por otro lado, la presencia de solventes organicos es un factor
importante en la enantioselectividad de las enzimas. Sin embargo, no se ha encontrado una
correlacion entre alguna propiedad del solvente (log P o la constante dieléctrica) que pueda
ayudar a predecir una mayor enantioselectividad (Carrea et al., 1995). A pesar de ello, se pueden

lograr resultados mejorados mediante la prueba de varios solventes para una reaccion en
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especifico con una enzima determinada, como lo fue en este caso. Los derivados que menos
modificaron su enantioselectividad por la adicion de acetonitrilo fueron ambos CLEAs (Tabla
17). Sin embargo, también estos derivados incrementaron su enantioselectividad en presencia de
este co-solvente, aunque de una manera menos marcada en comparacion con los otros derivados.
Nuevamente, este resultado puede explicarse gracias al microambiente de cargas positivas
alrededor de ambos CLEAs que disminuye el contacto del solvente con la enzima, resultando en
una menor modificacion de la enantioselectividad. En contraste, la actividad de los CLEAs
también sufrié una marcada disminucidn en presencia del co-solvente, al igual que los demés
derivados en soportes. Esta baja en actividad de los CLEAs, puede atribuirse a una mayor
solubilidad del sustrato en el medio de reaccion al adicionar el co-solvente, con la consecuente
disminucion de la formacion del complejo enzima-sustrato.

Asi mismo, en presencia de acetonitrilo, los derivados en soportes de unidn covalente,
mostraron menor modificacion de la enantioselectividad que los de adsorcion hidrofdbica 6
i6nica (Tabla 17). Dentro de los derivados de union covalente, aquel con mayor modificacion de
su enantioselectividad fue el derivado BrCN-CRL cuya union quimica unipuntual es la mas débil
en comparacion con los otros dos derivados (glioxil- y GA-CRL). Por lo tanto, podemos concluir
que los derivados con mayor grado de union al soporte (mayor nimero de enlaces enzima-
soporte) son menos susceptibles a los cambios conformacionales generados por la presencia de
agentes distorsionantes, como el acetonitrilo en este caso.

Por otro lado, los derivados preparados en soportes por adsorcion presentaron el mayor
efecto en la modificacion de su enantioselectividad. Entre ellos, la MANAE-CRL y la naftil-CRL
exhibieron una enantioselectividad muy alta (E > 100). Los modelos de unién de menor energia
de los enantiomeros del FEA al sitio catalitico de la CRL, muestran una diferencia en la
orientacion del anillo del sustrato (Fig. 71). En el (S)-FEA el anillo esta orientado en la misma
direccion del tanel hidrofébico de la enzima haciendo que el sustrato adopte una conformacion
mas alineada con la forma del bolsillo catalitico (Fig. 71, A). Mientras que en el (R)-FEA el
anillo se orienta hacia uno de los lados de la cavidad hidrofébica lo que hace que el sustrato
adopte una conformacion desalineada con dicha estructura (Fig. 71, B). Por lo tanto, un cambio
en la forma y tamafio de este bolsillo catalitico, asi como diferencias en la solubilidad del
sustrato, pueden favorecer mas la unién enzima-sustrato para uno de los dos enantiomeros. En
este caso, una reduccion en el tamafio del bolsillo catalitico causada por la presencia del

acetonitrilo, provocaria un desplazamiento de la selectividad a favor de la formacion del
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complejo (S)-FEA-enzima cuyo ajuste es mas estable ya que presenta menor energia que el (R)-
FEA forzado a orientarse en una conformacion similar (Fig. 71, C). Por este motivo, quiza el
derivado MANAE-CRL sufra el mayor grado de reduccion del espacio del sitio catalitico debido
a una mayor compactacion de la enzima en presencia del acetonitrilo. En comparacién con el
derivado naftil-CRL, en éste ultimo la enzima también sufre una gran compactacion en presencia
del acetonitrilo, pero en menor grado que en el MANAE-CRL. Esto podria explicarse ya que en
la naftil-CRL la enzima sufre un proceso de apertura de la tapa por interacciones hidrofobicas
enzima-soporte, lo que podria estar estabilizando de mayor manera la forma abierta del bolsillo
catalitico disminuyendo la compactacion sufrida en comparacién con la MANAE-CRL.
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Figura 71. Modos de unién al sitio catalitico de la CRL para los enantiémeros del FEA sugeridos por modelamiento
molecular realizado en el servidor SwissDock (http://www.swissdock.com.ch/). Se emple6 la estructura 3D de la
CRL con codigo PDB 1CRL. A) (S)-FEA con AG = -6.03 Kcal/mol, B) (R)-FEA con AG =-6.15, y C) (R)-FEA con
AG = -5.84 Kcal/mol. En naranja y azul las zonas hidrofébicas e hidrofilicas de la enzima, respectivamente. Dos de
los residuos de la triada catalitica en negro (serina 209 e histidina 449). Los modelos Ay B representan el modo de
unién de menor energia. Los datos y la visualizacion de los ajustes fueron obtenidos mediante el programa UCSF
Chimera (Pettersen et al., 2004).

9.6.2. Hidrdlisis enantioselectiva del 2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo (HFBE)

Otra de las reacciones de resolucion enantiomerica estudiadas fue la resolucion del (R)-2-
hidroxi-4-fenilbutirato de etilo (R-HFBE) a partir de la hidrdlisis de la mezcla racémica del
mismo compuesto (rac-HFBE) (Fig. 72). Dicho sustrato fue seleccionado como modelo de
estudio ya que los a-hidroxiacidos Opticamente puros son unidades estructurales de una gran
variedad de compuestos quirales de interés industrial (Green et al., 2009). Tal es el caso del (R)-
HFBE que se emplea en la sintesis de inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina

(Iwasaki et al., 1989), tales como el enalapril, benazepril, cilazapril, ramipril y quinapril, que
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tienen aplicaciones en el tratamiento de la hipertension y el tratamiento de deficiencias cardiacas
(Oda et al., 1998).

OH OH OH
(o] (e} z OH
Sst Lipasa ~_
—> +
Is] H20 0 o
rac-HFBE (R)-HFBE (S)-AHFB

Figura 72. Hidrolisis enantioselectiva del rac-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo para la resolucion del (R)-2-hidroxi-
4-fenilbutirato de etilo catalizada por lipasas.

Como primera etapa, se estudié el efecto de las condiciones del medio de reaccion,
comenzando por la evaluacion del efecto del pH en la enantioselectividad y actividad de los
derivados de la CRL (Tabla 18). Con todos los derivados probados, se encontré una mayor
preferencia hacia la hidrolisis del isomero S del sustrato, sin embargo, no fue muy marcada (Emax
PH 7 <4y Emax PH 5 < 9). En cuanto a la actividad, en 5 de los derivados se encontrd6 mayor
actividad a pH 7 que a pH 5. Al igual que en la reaccion anterior, dicho efecto puede explicarse a
la mayor actividad que presenta la CRL a pH 7. Sin embargo, con los derivados MANAE-CRL y
GA-CRL (soportes aminados), la actividad fue mayor a pH 5 que a pH 7. Estos resultados
podrian estar atribuidos a una interaccion menos intensa entre la enzima y el soporte ya que en
estos soportes la mayoria de los puentes salinos entre carboxilos de la enzima y aminos del
soporte se podrian romper a pH 5. Esto resultaria en una enzima con menor grado de

rigidificacion y por lo tanto presenta mayor actividad.
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Tabla 18. Efecto del pH y el tipo de inmovilizacion en la reaccion de hidrolisis del rac-HFBE
catalizada por los derivados inmovilizados de la CRL.

pH 7 pH 5

Derivados Actividad El Actividad £l

especifica () especifica ©)

(Ulg) (Ulg)

carboxi-CLEA 76° 3P 63° gP
amino-CLEA ND ND 112 gaP
BrCN 161° 3" 302° 720
GA 90° 320 132° 6e"
glioxil 171° 2° 65° g
octil 529' 4° 293 42
naftil 131° 2° 22° 9°
MANAE 80° 12 173¢ 7ab

Las condiciones de reaccion fueron rac-HFBE 5 mM en amortiguador 10 mM (acetatos y fosfatos, pH 5y pH 7,
respectivamente) a 25°C. ND = no determinado. 'E fue calculado del coeficiente de las tasas de reaccion de (S)-
HFBE/(R)-HFBE. **“%&%9 s valores con distintas letras son significativamente diferentes (P < 0.05). Los valores
presentados son el promedio de dos ensayos independientes.

Sin embargo, a pesar de que la mayoria de los derivados presentaron mayor actividad a pH
7 que a pH 5, se observo el efecto contrario en la enantioselectividad. Es decir que, todos los
derivados de la CRL mostraron mayor enantioselectividad a pH 5 que a pH 7 (s6lo con la octil-
CRL no se observo cambio en la E). Esto puede explicarse ya que a pH 5 la polaridad del medio
es mayor que a pH 7 (amortiguador de acetatos pK 9.25, amortiguador fosfatos pK 6.8-7.2) lo
que disminuye la solubilidad del anillo del sustrato rac-HFBE en el medio de reacciéon. Dicho
suceso, favorece la interaccion hidrofobica del anillo del sustrato y la cavidad hidrofébica del
sitio activo, cuyos modelamientos moleculares sugieren que se encuentra mejor estabilizada para
el enantiémero (S)-HFBE cuya energia del complejo enzima-sustrato es menor que la del (R)-
HFBE (Fig. 73). No obstante, este cambio en la selectividad de la enzima no fue muy marcado
(en promedio se obtuvo una E 3 veces mayor), y en ninguno de los casos se logré obtener un
valor de E > 20.

138



Resultados y Discusién

Figura 73. Modos de unién al sitio catalitico de la CRL para los enantiémeros del HFBE sugeridos por
modelamiento molecular  realizado por el servidor SwissDock (http://www.swissdock.com.ch/). Para el
modelamiento se empled la estructura 3D de la CRL con codigo PDB 1CRL. A) (S)-HFBE con AG = -6.26
Kcal/mol, y B) (R)-HFBE con AG = -6.23 Kcal/mol. En naranja y azul las zonas hidrofébicas e hidrofilicas de la
enzima, respectivamente. Ambos modelos representan el modo de union de menor energia. Los datos de energia y la
visualizacién de los ajustes fueron obtenidos mediante el programa UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004).

Posteriormente, se evalud el efecto de la temperatura y la adicién de un co-solvente (Tabla
19). La disminucion de la temperatura de 25°C a 4°C provoco una menor actividad especifica en
todos los derivados, siendo en promedio 4 veces menor. Sin embargo, en este caso, se observo un
ligero aumento de la enantioselectividad a esta baja temperatura, que en promedio logré aumentar
la E en 1.2 veces. Como ya se ha mencionado a lo largo de este trabajo, la rigidificacion de la
estructura de una enzima puede favorecer la enantioselectividad. Este efecto puede obtenerse
mediante la disminucion de la temperatura, ya que logra que las moléculas de la enzima
presenten menor movimiento y sean mas rigidas. Sin embargo, en nuestro caso particular de
estudio, la disminucion de la temperatura mejor6 la E pero no logré que alguno de los
biocatalizadores tuviera una E > 20. Por este motivo, nuevamente se adiciond un co-solvente para

mejorar la enantioselectividad obtenida anteriormente (Tabla 19).
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Tabla 19. Efecto de la temperatura y la adicion de co-solvente en la reaccion de hidrolisis del
rac-HFBE catalizada por los derivados inmovilizados de la CRL.

4°C 4°C, acetonitrilo (30%)

Derivados Actividad £l Actividad £l

especifica ) especifica ©)

(Ulg) (Ulg)

carboxi-CLEA 9.5 10° 1.3°¢ 39°
amino-CLEA 1.5° 6P 1.1° 18¢
BrCN 87" gabe 2.0° 12°¢
GA 35¢ Qe 3.1° 14%¢
glioxil 16° 11° 0.4% 9
octil 87" 52 4.3 42
naftil 7° gabe 0.9° 18
MANAE 49° gbc 1.1° 3?

Las condiciones de reaccién fueron rac-HFBE 5 mM en amortiguador acetatos (10 mM, pH 5). 'E fue calculado
del coeficiente de las tasas de reaccién de (S)-HFBE/(R)-HFBE. *"“%®fl os valores con distintas letras son
significativamente diferentes (P < 0.05). Los valores presentados son el promedio de dos ensayos independientes.

La presencia de acetonitrilo en el medio de reaccion, nuevamente disminuyd la actividad de
todos los derivados (Tabla 19). Ademas, la enantioselectividad de los derivados glioxil-, octil-,
naftil- y MANAE-CRL fue menor en presencia que en ausencia del co-solvente. Solamente con
los derivados BrCN-, GA-CRL y ambos CLEAs se obtuvo una mayor E al adicionar el
acetonitrilo. Los derivados que mostraron mayor enantioselectividad al adicionar acetonitrilo,
fueron los CLEAs, alcanzando una E méxima = 39 con el carboxi-CLEA. ElI cambio en
enantioselectividad logrado con los CLEAs puede estar ligado a dos efectos: 1) los cambios
conformacionales del sitio catalitico, resultado de una combinacidn entre la inmovilizacion de la
enzima en forma de carboxi-CLEA y las condiciones de reaccion probadas (4°C y 30% de
acetonitrilo), y 2) el microambiente de cargas positivas alrededor de la enzima proporcionado por
la PEI. Para responder a éstas hipotesis, se estudid la hidrélisis enantioselectiva del rac-HFBE
con derivados inmovilizados de la CRL los cuales fueron sometidos a modificaciones quimicas 6
fisicas. Dichas modificaciones se realizaron con el objetivo de tener derivados que ademas de
estar inmovilizados en una orientacion particular, presentaran diferencias en densidad y tipo de
carga, asi como en hidrofobicidad e hidrofilicidad. Dichos cambios podrian provocar la
modificacion de la selectividad enzimaética en la reaccion de estudio.

Las modificaciones quimicas que se realizaron fueron: aminacion (aumento de las cargas

positivas en la superficie de la enzima), succinilacion (aumento de las cargas negativas en la
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superficie de la enzima) y adicion de cadenas alifaticas (aumento de la hidrofobicidad de la
superficie de la enzima). La modificacion fisica consistio en el recubrimiento de los derivados
con PEI (aumento de la hidrofilicidad del microambiente de la enzima), sin embargo esta
modificacion quimica no se realizd para los CLEAs dado que éstos ya presentan este
recubrimiento.

Primero se evalud la actividad residual de los derivados modificados determinando la
actividad hidrolitica con pNPB como sustrato (Fig. 74). El efecto de las modificaciones sobre los
derivados en soportes por inmovilizacién covalente mostr6é tener menos impacto en el derivado
glioxil-CRL, el cual mantuvo més del 100% de actividad residual en todos los casos, con un
aumento maximo del 25% de la inicial cuando fue succinilado. Asi mismo, los derivados GA- y
BrCN-CRL mostraron la mayor actividad residual tras el tratamiento de succinilacion incluso
mostrando un efecto activador (157% y 127% de actividad residual con BrCN-CRL y GA-CRL,
respectivamente). Por otro lado, los derivados en soportes por adsorcion, mostraron mayor
actividad residual tras la aminacion, resultando en un efecto activador con los derivados
inmovilizados por adsorcion hidrofébica (126% y 108%, octil- y naftil-CRL, respectivamente),
mientras que el MANAE-CRL sélo mantuvo el 61% de actividad residual. En cuanto a los
derivados inmovilizados en forma de CLEAs, se observd una marcada disminucion de la
actividad residual después de la adicion de cadenas alifaticas, mientras que la aminacion y la

succinilacién permitieron la obtencién de derivados con la mayor actividad residual.

B PEI covertura B Aminacion O Succinilacion BHidrofobicas
~ 150 ~
g
= 125 A
= 100
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'?; 75
S 50
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5 25 %
< 0
BrCN Glioxil Octil Naftil MANAE C CLEA A CLEA
Derivadode CRL

Figura 74. Efecto de la modificacion fisica 6 quimica en la actividad residual de los derivados de la CRL. *No
determinado. En todos los casos la actividad fue medida empleando pNPB como sustrato.
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Posteriormente, se probaron los derivados modificados en la hidroélisis enantioselectiva del
rac-HFBE (Fig. 75). Como condiciones de reaccion se seleccionaron un pH 5 y una temperatura
de 25°C, ya que la disminucion de la temperatura y la adicién de acetonitrilo no mostraron una
marcada mejora en la enantioselectividad de los derivados en soportes, ademas de que a 25°C se
obtuvo una mayor actividad. Los resultados obtenidos mostraron una tendencia general en donde
aquellas modificaciones en las que la mayoria de los derivados tuvieron menor actividad residual
fueron la adicion de cadenas alifaticas y el recubrimiento con PEI. Sin embargo, el derivado
naftil-CRL mostré una marcada hiperactivacion tras la cobertura con PEI, alcanzando una
actividad residual de 360% sobre el rac-HFBE. Con respecto a los demas derivados, Unicamente
la glioxil-CRL mantuvo mas del 100% de actividad residual, mientras que todos los demas
disminuyeron su actividad al estar recubiertos con PEI. Una tendencia similar se observo con el
efecto de la adicion de cadenas alifaticas, en donde nuevamente se observé una marcada
hiperactivacion del derivado naftil-CRL (317% actividad residual), asi como también para el
amino-CLEA (200% actividad residual). Los demas derivados mostraron una actividad residual
menor al 100%, con la mas alta para el caso de la glioxil-CRL que mantuvo el 96% de su
actividad inicial. De estos resultados, nuevamente se puede notar que el derivado glioxil-CRL fue
el menos afectado a los tratamientos sometidos, ya que su actividad residual medida con ambos

sustratos (PNPB y rac-HFBE), en todos los casos fue muy cercana al 100% de la inicial.

EBrCN B GA B Glioxil W Octil mNaftil EMANAE C-CLEA mA-CLEA
400 -

300

100 -

Actividad residual HFBE (%)
rJ
=
=)

Aminacion Succinilacion PEI-covertura Hidrofobicas

Tipo de modificacién quimica 6 fisica
Figura 75. Efecto de la modificacion fisica 6 quimica en la actividad de los derivados de la CRL sobre rac-HFBE.

ND: No determinado. En todos los casos la actividad fue medida empleando 5 mM rac-HFBE como sustrato, pH 5 y
25°C.
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En cuanto a la selectividad de los biocatalizadores modificados, en la gran mayoria de ellos
no se logré un notable cambio en la selectividad ya que casi todos los valores de E de los
derivados modificados fueron menores a 10 (Fig.76). Sin embargo, los derivados glioxil-CRL-
succinilado y MANAE-CRL-succinilado lograron expresar una E > 20. Por lo tanto, la mejora en
la enantioselectividad del carboxi-CLEA sin modificaciones quimicas (E = 39, anteriormente
lograda a 4°C y adicion de 30% acetonitrilo) estd mejor explicada por un cambio en la
conformacion del sitio catalitico de la enzima debido a su entrecruzamiento y a las condiciones
del medio de reaccion. Por lo que dicha mejora no esté tan ligada esxclusivamente a la presencia
del microambiente de cargas positivas proporcionadas por la PEI. Lo anterior se refuerza ya que
todos los derivados modificados con un recubrimiento de PEI no mostraron una mejora en su
enantioselectividad, incluso en la mayoria de los casos la E fue menor en presencia del

microambiente de cargas positivas que en su ausencia (Fig. 76).

D Inicial B PEI-cobertura B Aminacion O Succinilacion B Hidrofobicas

Enantioselectividad

= LB 0l

BrCN GA Glioxil MANAE Octil Naftil C-CLEA A-CLEA

Derivadode CRL

Figura 76. Efecto de la modificacion fisica 6 quimica en la enantioselectividad de los derivados de la CRL. *No
determinado. En todos los casos la actividad fue medida empleando 5 mM rac-HFBE como sustrato, pH 5 y 25°C.
La enantioselectividad (E) en todos los casos fue calculado del coeficiente de las tasas de reaccion de (S)-HFBE/(R)-
HFBE.

La mejora en la selectividad de los derivados succinilados de glioxil- y MANAE-CRL,
podria estar relacionada con un aumento de la interaccion hidrofobica del anillo del sustrato
HFBE con la cavidad hidrofobica de la enzima. De los modelos de union enzima-sustrato de
menor energia en donde el anillo de ambos enantiomeros del HFBE se encuentra orientado hacia
el tanel hidrofébico (orientacién inducida por el aumento de la polaridad de la superficie de la
enzima succinilada), se puede sugerir que el enantiomero (S)-HFBE unido con dicha orientacion,

es mas favorable que el (R)-HFBE ya que a pesar de que presentan casi la misma energia, el
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enantiomero (S)-HFBE tiene mayor espacio para acomodar la parte del donador de acilo que el
(R)-HFBE que orienta esta misma parte de la molécula hacia el lado contrario de la cavidad (Fig.
77). Dicha interaccion es el resultado de dos efectos combinados: 1) la conformacion enzimatica
resultante de su inmovilizacién en estos dos tipos de soporte, sumado a 2) un aumento en la
densidad de cargas negativas de su superficie de la enzima succinilada. Lo anterior se refuerza ya
que la mejora en la selectividad de los glioxil-CRL-succinilado y MANAE-CRL-succinilado no
se puede explicar exclusivamente al efecto del tratamiento quimico de los derivados ya que con
los demés biocatalizadores no se observdé un marcado aumento entre los valores de E con

derivados sin succinilar y los mismos succinilados.

Figura 77. Modos de union al sitio catalitico de la CRL para los enantiémeros del HFBE sugeridos por
modelamiento molecular  realizado por el servidor SwissDock (http://www.swissdock.com.ch/). Para el
modelamiento se empled la estructura 3D de la CRL con cédigo PDB 1CRL. A) (S)-HFBE con AG = -5.58
Kcal/mol, y B) (R)-HFBE con AG = -5.57 Kcal/mol. En naranja y azul las zonas hidrofébicas e hidrofilicas de la
enzima, respectivamente. Ambos modelos representan el modo de unién de menor energia en el cual el anillo del
sustrato esta orientado hacia el tunel hidrofébico. Los datos de energia y la visualizacion de los ajustes fueron
obtenidos mediante el programa UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004).

Por otra parte, a pesar de que el MANAE-CRL-succinilado (E = 28) fue mas
enantioselectivo que el glioxil-CRL-succinilado (E = 21), el segundo mostr6 una actividad hacia
el rac-HFBE 6.3 veces mayor que el primero, mientras que la mejora en enantioselectividad no
fue tan marcada. Por lo tanto, el biocatalizador glioxil-CRL-succinilado presenta mayores
ventajas que los demas biocatalizadores probados para la resolucion del (R)-HFBE, ademas de
que dicho derivado se encuentra inmovilizado en un soporte por union covalente que le provee
una intensa unién multipuntual que mostré importantes mejoras en estabilidad térmica y en

presencia de solventes.
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9.7. Aplicacion de los derivados de la CRL en la hidrolisis del aceite de sardina

Las lipasas presentan una gran variedad de aplicaciones en la hidrolisis y sintesis de sus
sustratos naturales, los triglicéridos (Ferreira-Dias et al., 2013). Por su especificidad sobre la
posicion (regioselectividad) y el tipo de &cido graso (acilselectividad), se han empleado en la
construccién de lipidos estructurados (Bornscheuer, 2013; Kourist et al., 2010; Osborn & Akoh,
2002) y en la purificacion de acidos grasos (Rubio-Rodriguez et al., 2010). Por lo tanto, la
busqueda y mejora continua de la actividad y selectividad de las lipasas empleadas en este tipo de
aplicaciones ha tomado gran importancia. Por este motivo, se evalud la selectividad de los
diferentes derivados inmovilizados de la CRL en la hidroélisis de sustratos de este tipo. Como
reaccién modelo de estudio se selecciono la hidrélisis del aceite de sardina (Fig. 78). Este aceite
se caracteriza por tener una alta composicion de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS), dentro
de los cuales contiene alrededor de un 30% de acido eicosapentaendico (EPA) y acido
docosahexaendico (DHA) (Fernandez-Lorente et al., 2011). La importancia de dichos éacidos
grasos radica en que ademas de ser esenciales para el humano, el EPA y el DHA se han
adicionado a su dieta logrando beneficios como la prevencion de enfermedades cardiovasculares,
diabetes, hipertension y artritis (Simopoulos, 2011; Simopoulos, 1991; Speranza & Macedo,
2012). Dada su composicidn, el aceite de sardina puede emplearse como fuente de obtencion de
PUFAs asi como también para la evaluacion de la selectividad EPA/DHA de las lipasas
(Fernandez-Lorente et al., 2011b). Este tipo de selectividad permite conocer si la lipasa presenta
preferencia sobre alguno de estos dos acidos grasos. Aquellos biocatalizadores que poseen una
alta selectividad EPA/DHA pueden emplearse exitosamente en la obtencion de aceites
enriquecidos en un tipo particular de PUFA (Akanbi et al., 2013; Kahveci & Xu, 2011; Ma et al.,
2014; Martin Valverde et al., 2012).

HO

CRL
Aceite de sardina -

+
ciclohexano/ H,0 HO \r_/_\_\L ff?
[ 8] o

DHA

+ otros acidos grasos
(palmitico, oléico, etc.)

Figura 78. Liberacion de PUFAs mediante la hidrdlisis del aceite de sardina catalizada por la CRL (Fernandez-
Lorente et al., 2012).
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Para medir la selectividad EPA/DHA durante la hidrolisis del aceite de sardina se fijo un
porcentaje de hidrélisis menor al 5% en todos los casos (Fernandez-Lorente et al., 2012). Dicho
porcentaje se alcanzdé en menos de 24 h con todos los biocatalizadores probados (datos no
mostrados). Los derivados més activos fueron aquellos inmovilizados en soportes por adsorcion
(Tabla 20), dentro de los cuales el de mayor actividad fue el naftil-CRL. Los derivados menos
activos fueron aquellos inmovilizados por union covalente en forma de CLEAs y sobre los
soportes glioxil-, GA- y BrCN-agarosa. Con estos resultados se vuelve a evidenciar la
hiperactivacion de los derivados inmovilizados por adsorcion hidrofobica, comparada con el
derivado BrCN-CRL que presenta la forma més parecida a la enzima libre y que también ha sido
reportado por otros autores (Fernandez-Lorente et al., 2011a). Por otro lado, el marcado efecto en
la reduccion de la actividad de los derivados por union covalente es explicada por una mayor
rigidificacion de la estructura de la enzima, dicho efecto concuerda con lo reportado por otros
investigadores quienes obtuvieron menor actividad con el derivado de la CRL inmovilizado en

glioxil-agarosa durante la hidrélisis del mismo aceite (Pizarro et al., 2012).

Tabla 20. Selectividad de los derivados inmovilizados de la CRL en la hidrélisis del aceite de
sardina

: : e Deri Activi ifica' .
Tipo de inmovilizacion C;rll_vado CtIVId(ijj/rerfg)eCI Ica Selectividad?
Sin soporte (CLEAS) carboxi 0.09° 9.7

amino 0.11° 6.2°
En soporte de agarosa BrCN 0.07° 4.3
GA 0.48" 2.0°
glioxil 0.02° 2.9°
octil 1.70° 3.5°¢
naftil 4.20° 3.7%¢
MANAE 2.00° 3.67¢¢

!La actividad especifica fue expresada como la suma de EPA + DHA (umol/mineg). *La selectividad se definié
como el cociente EPA/DHA. Los valores representan el promedio de dos ensayos independientes + desviacion
estandar. **““_as medias con letra diferente son significativamente diferentes (P < 0.05).

Cabe mencionar que la CRL presenta una baja regioselectividad, por lo que es capaz de
hidrolizar indistintamente los enlaces éster de las tres posiciones de un triglicérido; sin embargo
posee una gran acilselectividad hacia una marcada preferencia en la hidrolisis de acidos grasos

saturados y monosaturados (Kahveci et al., 2010). En cuanto a la selectividad EPA/DHA todos
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los derivados de la CRL presentaron mayor preferencia por el EPA que por el DHA (Tabla 20).
Esta preferencia también ha sido reportada por otros autores (Fernandez-Lorente et al., 2011a;
Pizarro et al., 2012; Tanaka et al., 1993). Se ha encontrado que esta menor preferencia por el
DHA se debe a un mayor impedimento estérico de las dobles ligaduras en forma cis que
caracterizan a este PUFA (Kahveci & Xu, 2011; Okada & Morrissey, 2007).

Por otro lado, las selectividades EPA/DHA obtenidas con los biocatalizadores
inmovilizados en soportes fueron en todos los casos menores a la obtenida con el derivado
BrCN-CRL (Tabla 20). Sorprendentemente se logré una marcada modificacion de la selectividad
EPA/DHA con aquellos derivados de la CRL inmovilizados en forma de CLEAs (2.3 veces
mayor con el carboxi-CLEA en comparacion con el BrCN-CRL). Nuevamente, este cambio
podria estar relacionado con cambios en la conformacion del sitio catalitico de la enzima debidos
al entrecruzamiento en forma de CLEAs y también a la presencia del microambiente con cargas
positivas alrededor de la enzima. Estos resultados concuerdan con otro trabajo en donde se
estudio este tipo de selectividad con las lipasas de TLL, CALB y RML que fueron inmovilizadas
en octil-agarosa y posteriormente recubiertas con PEI. Dicho recubrimiento logré que los
derivados presentaran una mayor selectividad en presencia de este polimero (Fernandez-Lorente
etal., 2012).
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Conclusiones

Generales

e Se desarroll6 un protocolo de preparacion de CLEAs entrecruzados con polietileniminas via la
activacion de sus grupos carboxilo con EDC-NHS.

e Mediante la mezcla de técnicas de inmovilizacion de enzimas, la ingenieria del medio de
reaccion y la modificacion quimica de la enzima, se obtuvieron biocatalizadores de la CRL
que presentaron una alta enantioselectividad tanto en la resolucién del (S)-1-feniletanol (E >
200) como en la del (R)-HFBE (E >20).

Particulares

e La baja actividad recuperada al preparar carboxi-CLEAs de la CRL (15%) puede atribuirse a
la desestabilizacion de la conformacion activa de la enzima debida al entrecruzamiento de sus
grupos carboxilo y no a un efecto causado por el entrecruzamiento de una conformacion
inactiva de la enzima por presencia del solvente empleado.

e Las lipasas probadas en el presente trabajo inmovilizadas en forma de CLEAS a través de sus
grupos carboxilo, logran expresar alrededor del 22-26% de la actividad inmovilizada.

e Con la adicién de trioctanoina a una concentracion de 0.28 mM, se logrd recuperar CRL-
CLEAs con el doble de actividad que en ausencia de dicho sustrato.

e Los mejores carboxi-CLEAs mostraron ventajas sobre la enzima libre, tales como mayor
termoestabilidad y enantioselectividad.

e El tamafo del agente de entrecruzamiento y la adicion de BSA, mostraron tener un marcado
efecto en la morfologia, actividad especifica, termoestabilidad y enantioselectividad de los
CLEA:s.

e Los carboxi-CLEAs fueron mas activos (1.3 veces) y termoestables (3.2 veces) que los amino-
CLEAs y ambos alcanzaron el mismo exceso enantiomérico (91%) en la resolucion del (S)-
acido mandélico.

e El acetonitrilo mostré la mayor capacidad precipitante de la CRL logrando insolubilizarla el
100% de la enzima a concentraciones mayores al 60% v/v, causando un dafio maximo del 15%
en la actividad enzimatica recuperada.

e Mediante técnicas de inmovilizacion, se logré la estabilizacién de la CRL frente a la
temperatura. El derivado méas termoestable obtenido, glioxil-CRL, mantuvo el 87% de su
actividad por 150 h bajo incubacion a 50°C y pH 7.

149



Conclusiones

El efecto termoestabilizante obtenido por entrecruzamiento de enzimas (CLEAS), es
comparable al logrado con soportes de union covalente multipuntual como los soportes GA-
agarosa; con la ventaja de que los primeros no requieren el empleo de un soporte.

La inmovilizacion covalente de la CRL permitio la estabilizacion de la enzima en presencia de
solventes polares como el etanol al 40%. Los derivados de la CRL en forma de amino-CLEAs,
glioxil-CRL y GA-CRL presentaron una buena estabilizacion de la enzima frente al etanol,
manteniendo del 50 al 60% de su actividad inicial por 97 h en contacto con dicho solvente.
Mientras que los derivados inmovilizados por adsorcion, presentaron un efecto estabilizante
menor, y en algunos casos peor estabilidad que la enzima libre.

Se mejoro la estabilidad de la CRL en presencia de solventes no polares como el ciclohexano
mediante su inmovilizacion con y sin soporte. Con los soportes de adsorcién hidrofébica, la
enzima presentd una activacion (300 a 250%, despues de 100 h de incubacion en dicho
solvente), mientras que con los CRL-CLEAs la enzima mantuvo su actividad inicial casi sin
modificarse durante el tiempo del ensayo.

La combinacion de la inmovilizacién de enzimas y la ingenieria del medio de reaccion,
permitieron la obtencion de derivados de la CRL con una E >100 en la resolucion del (S)-1-
feniletanol catalizada por los derivados inmovilizados en MANAE- y naftil-agarosa.

La combinacion de técnicas de inmovilizacién de enzimas y su modificacion quimica,
permitio la obtencion de biocatalizadores enantioselectivos para la resolucion del (R)-HFBE
en la que se logré una E = 21 con el derivado de la CRL inmovilizado en glioxil-agarosa y
succinilado.

La inmovilizacion de la CRL en forma de CLEAs permitid la obtencion de biocatalizadores

con una alta selectividad EPA/DHA (= 9.7) durante la hidrdlisis del aceite de sardina.
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