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Resumen

Por anos las lipasas han sido enzimas muy estudiadas debido a sus excelentes
enantio y regioselectividades. Estas propiedades hacen que las lipasas sean la
opcion natural para la resolucion de racematos y la hidrélisis selectiva de ésteres
en quimica organica. Ademas de su capacidad hidrolitica, las lipasas llaman la
atencion debido a su habilidad de catalizar reacciones de esterificacion,
alcoholisis, amindlisis y tiolisis en medios no acuosos. En este trabajo se estudio el
potencial catalitico de la lipasa recombinante de Bacillus pumilus GMA1 (BplAr) en
medios organicos. En su forma madura, BplA esta constituida por 181 residuos de
aminoacidos. Esta enzima es homodloga a otras lipasas de la sub-familia 1.4,
incluyendo a las lipasas de B. subtilis, B. licheniformis y B. circulans.

Para la utilizacion de BplAr en medios organicos se sintetizé un material
mesoporoso compuesto por silice (SBA-15), en el que la enzima recombinante
pura fue inmovilizada. La enzima BplAr inmovilizada mostré una excelente
estabilidad al almacenamiento. Los resultados muestran que BplAr es capaz de
catalizar reacciones de sintesis y alcoholisis en medios organicos, al igual que se

ha demostrado con otras enzimas lipoliticas.



Capitulo 1. Introduccion

Las lipasas catalizan la hidrélisis de los ésteres insolubles en agua y de los
triglicéridos en la interfase entre un sustrato insoluble y el agua, produciendo
acidos grasos libres y glicerol. En ausencia de agua, estas enzimas son capaces
de llevar a cabo reacciones de transesterificacion y alcoholisis, asi como de
sintesis de ésteres a partir de acidos grasos libres y alcoholes.

Debido a su importante papel en la naturaleza como catalizadores de la hidrdlisis
de triglicéridos (grasas y aceites), estas enzimas estan presentes en mamiferos,
plantas, hongos y bacterias. Su amplia distribucion ha hecho posible su
aislamiento de distintas fuentes. Ademas, con la llegada de la tecnologia del ADN
recombinante, ha sido posible clonar y expresar estas proteinas en grandes
cantidades y a bajo costo. Por esta razén, y por su enorme potencial sintético, las
lipasas se han convertido en los biocatalizadores ideales para la sintesis organica
y la oleoquimica que se emplean en las industrias farmacéutica, de alimentos,
cosmeética, peletera, etc.

La producciéon de compuestos organicos enantiopuros es de vital importancia para
las industrias quimica y farmacéutica. Una de las opciones mas eficientes para la
sintesis asimétrica de compuestos enantiopuros es el uso de biocatalizadores. Un
gran numero de microorganismos y las enzimas derivadas de ellos se han
utilizado en la produccion de compuestos épticamente activos y los esfuerzos de

encontrar nuevos biocatalizadores continuan. De igual manera, se han reportado



un gran numero de biotransformaciones enantioselectivas de medicamentos o sus
intermediarios utilizando lipasas comerciales.

Las lipasas han sido utilizadas en investigacion y a nivel industrial con excelentes
resultados, ya que los productos obtenidos por catalisis enzimatica son
generalmente mas puros debido a la selectividad de las lipasas y a las condiciones
suaves de reaccion. Sin embargo, la separacion de estas proteinas después de la
reacciéon puede ser un paso que encarece el proceso y que generalmente no
permite la reutilizacion de la enzima. Para evitar este problema se ha utilizado la
inmovilizacion de estas proteinas. Se sabe que gracias a la inmovilizacion, las
enzimas caras pueden reutilizarse y separarse de las mezclas de reaccion
mediante una operacion simple. Ademas, la inmovilizacion suele mejorar la
estabilidad de las mismas enzimas y en algunos casos, incluso, puede mejorar sus
propiedades cataliticas. Se han reportado muchos métodos de inmovilizaciéon de

lipasas, entre ellos unidn covalente, atrapamiento fisico y adsorcién.



Capitulo 2. Objetivos

Objetivo general
- Estudiar el comportamiento catalitico de la lipasa recombinante de Bacillus

pumilus GMA1 (BplAr) inmovilizada en SBA-15.

Objetivos especificos

- Expresar BplAr en células recombinantes de E.coli y purificarla.
- Sintetizar y caracterizar el material mesoporoso SBA-15.
- Inmovilizar la lipasa BplAr pura por adsorcién en SBA-15.

- Estudiar el efecto de la inmovilizacién sobre la actividad y estabilidad de la

enzima.

- Determinar el potencial catalitico de la forma inmovilizada de la enzima en
reacciones de sintesis de ésteres directa y en alcoholisis de ésteres en

medios organicos.



Capitulo 3. Antecedentes

3.1 Lipasas

Las lipasas constituyen un grupo de enzimas con un gran potencial biotecnolégico
debido a su capacidad de catalizar reacciones de sintesis o hidrdlisis,
dependiendo del medio en el que se encuentren.

Las lipasas (E.C. 3.1.1.3, triacilglicerol éster hidrolasas) son enzimas que en
medio acuoso actuan sobre el enlace éster carboxilico de triglicéridos
(generalmente de cadena larga, por su baja solubilidad en agua), liberando de
esta manera glicerol y acidos grasos [Jaeger, 1998]. Por otra parte, en medios con
baja actividad acuosa realizan la reaccion inversa, es decir, la sintesis de ésteres.
Ademas de la sintesis directa de ésteres partiendo de alcoholes y acidos grasos,
también son capaces de realizar reacciones de alcoholisis y transesterificacion

(Figura 1).

La mayoria de las lipasas se clasifican en dos grupos:
a) El grupo sn-1,3 regioespecificas, que reaccionan con las posiciones
externas del glicerol, por ejemplo las lipasas de Aspergillus niger y Rhizopus
delemar, y las no regioespecificas o al azar, que actuan en las tres posiciones
del glicerol, como son las lipasas de Geotrichum candidum y Cyclopium

penicillium.

b) El grupo sn-2, lipasas que reaccionan con la posicién central del glicerol, al

cual pertenece un grupo reducido de lipasas; entre ellas se encuentra la lipasa



de Candida antarctica A, mostrando poca actividad con respecto a esa
posicién. Por otro lado, algunas lipasas muestran mayor selectividad por los
triglicéridos comparada con los glicéridos parciales (mono vy diglicéridos), asi

como preferencia por ciertos acidos grasos [Lanser y col., 2001].

a) Hidrdlisis (medio acuoso)
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FIGURA 1. Reacciones tipicas de las lipasas. a) Hidrolisis de triglicéridos en medio
acuoso. b) Sintesis de ésteres a partir de un acido graso y un alcohol en medios no acuosos. c)
Alcoholisis en medio no acuoso. d) Transesterificacién en medio no acuoso.



Ademas de la hidrdlisis de lipidos, las lipasas pueden hidrolizar ésteres solubles
en agua aunque, a menudo, con menor eficiencia. Los criterios de definicién para
las lipasas verdaderas, son dos [Jaeger y col., 1999]:

a) Existencia de activacion interfacial.

b) La presencia de una “tapa” que cubre el sitio catalitico de la enzima.

Ambos fendmenos suelen estar asociados. Desde los primeros estudios de la
cinética de las reacciones lipoliticas catalizadas por enzimas se observé un
dramatico incremento de la actividad catalitica cuando las lipasas se encuentran
en una interfase lipido-agua. Gracias a las estructuras tridimensionales de las
lipasas se ha podido entender este fendmeno: el sitio catalitico de las lipasas esta
cubierto por una cadena superficial que consiste en una hélice corta de naturaleza
anfipatica, o bien dos hélices o una region de horquilla que cubre el sitio activo,
llamada "tapa" o "cubierta". Fuera de la interfase lipido-agua esta tapa se
encuentra cubriendo el sitio activo, dando la forma “cerrada” del sitio activo de la

lipasa. Cuando la enzima se encuentra dentro de la interfase, en presencia de

sustancias hidrofobas, la tapa se aleja del sitio activo permitiendo que los residuos
cataliticos puedan interaccionar con el sustrato y exponiendo una gran superficie
hidréfoba de la proteina, la cual interactia con la interfase. Sin embargo,
actualmente se sabe que la presencia de la “tapa” en la estructura de las lipasas
no necesariamente esta relacionada directamente con la activacion interfacial

[Jaeger y col., 1998].



3.1.1 Clasificacion

Las lipasas bacterianas se clasifican en funcion de su homologia tanto por pesos
moleculares como por identidad de secuencia de aminoacidos [Jaeger y col.,
1998]. Esta clasificacion agrupa a 50 enzimas en 6 familias diferentes (Tabla 1). A
la fecha se han reportado mas secuencias de lipasas. No obstante esto, la
clasificacion original sigue siendo vigente ya que practicamente todas las enzimas

lipoliticas caben en dicha clasificacion.

Las lipasas se han utilizado de forma exitosa en numerosas actividades. En 1995
se introdujeron dos lipasas bacterianas a detergentes con gran éxito y a partir de
esa fecha las lipasas se han incorporado a las formulaciones de detergentes
comerciales de manera comun. En la industria de alimentos se utilizan para
hidrdlisis de grasas, sintesis de aromas, produccién de emulsificantes,
modificacion de grasas y aceites, etcétera [Masse, 2001]. En quimica organica y
en la industria farmacéutica son los biocatalizadores mas utilizados, debido a sus

altas regio y enantioselectividades [Rsool y col., 2005].

Existen en el mercado muchas preparaciones de lipasas. Sin embargo, el
descubrimiento de nuevos microorganismos junto con el desarrollo de la ingenieria
de proteinas y la comprension de su comportamiento catalitico, seguramente

extendera las posibilidades de utilizar estas enzimas de manera exitosa.



TABLA 1. Clasificacion de las lipasas bacterianas. (Arpigny y Jaeger, 1999)

Familia |

. Subfamilia 1.1 y 1.2, lipasas secretadas por la via tipo Il (para su
secrecion requieren de un transportador externo).

. Subfamilia 1.3, la ruta de secrecion es del tipo | (se
autotransportan).

. Subfamilia 1.4, son las lipasas mas pequefias (19 a 21 kD)
conocidas hasta ahora. Tienen rangos de pH 6ptimo alcalinos y
preferencia hacia los triacilglicéridos de cadena corta como sustratos
(<10 atomos de carbono en la cadena del acilo).

. Subfamilia 1.5, son lipasas con caracteristicas de fosfolipasas.

. Subfamilia 1.6, comprende a lipasas de los géneros

Propionibacterium y Streptomyces.

Familia ll

Lipasas con funciones desconocidas.

Familia lll

Comprende las lipasas extracelulares de Streptomyces spp. y las
cepas psicréfilas de Moraxella sp. El aspartato catalitico de estas
enzimas se encuentra en una posicion no equivalente respecto a las

lipasas de las demas familias.

Familia IV

Lipasas adaptadas al frio que muestran similitud con las lipasas de
mamiferos sensibles a hormonas (LSH). Las proteinas de este grupo

presentan gran actividad a temperaturas bajas (menos de 15°C).

FamiliaV

Estas lipasas, igual que las enzimas sensibles a hormonas, se
encuentran en bacterias mesofilas como Pseudomonas oleovorans,
Haemophilus influenza o Acetobacter pasteurianus. También estan
en organismos que se adaptan al frio (Moraxella sp., Psy. immobilis)
y al calor (Sulfolobus acidocaldarius). Ademas, muestran similitudes
estructurales con deshalogenasas, haloperoxidasas y epoéxido

hidrolasas.

Familia VI

Incluye esterasas que han sido parcialmente identificadas de las
secuencias del genoma. Estas esterasas son pequefias proteinas
localizadas en el citoplasma bacteriano con similitud a las

lipofosfolipasas de mamiferos.




3.1.2 Estructura

Todas las lipasas cuya estructura tridimensional se conoce, pertenecen a la familia
de las o/ hidrolasas. Estas enzimas comparten con las esterasas de serina, las

tioesterasas y las bromoperoxidasas un patrén de plegamiento conformado por

una hoja p central, formada a su vez por

hélices a [Schmidt-Dannert, 1999].

8 diferentes hebras 3 conectadas por seis

A

nuclesfilo acido  histidina

intint

Bl B2 P4 oA B3 oB B5S ac P6 op B7 oE B8 oF

Estructura /B hidrolasa

FIGURA 2. Estructura o/p hidrolasa. a) topologia de la estructura secundaria y b)

plegamiento candénico. Se muestra con puntos negros la posicion de los residuos cataliticos
col., 1999).

(Jaegery

El sitio activo de las lipasas esta form

(serina, glutamato o aspartato e histidina), donde la serina, el aminoacido
nucledfilo, se encuentra en el extremo carboxilo de la hebra 5. Generalmente el

residuo serina se encuentra dentro de un pentapéptido altamente conservado Gly-

X1-Ser-X2-Gly, el cual, en las lipasas

subfamilia 1.4, cambia por Ala-X1-Ser-X2-Gly [Jaeger y col., 1998 ; Derewenda y

col., 1991].

ado por una triada catalitica conservada

del género Bacillus pertenecientes a la
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3.1.3 Mecanismo catalitico

El grupo hidroxilo que pertenece al residuo de serina ataca el carbonilo del enlace
éster del sustrato (situado en el extremo carboxilo de la hebra (35), produciendo la
formacion de un intermediario tetraédrico oxianidénico. Este oxianion es
estabilizado mediante puentes de hidrégeno con los grupos amida del enlace
peptidico de dos residuos de aminoacidos. El sitio en donde se estabiliza el
oxianién es conocido como cavidad oxianidnica [Arpigny y Jaeger, 1999].

El grupo hidroxilo de la serina nucleofilica transfiere su proton a una histidina, lo
cual incrementa el caracter nucledfilo de la primera. Esta transferencia es facilitada
por la presencia del residuo acido que orienta el anillo imidazol de la histidina y
neutraliza parcialmente la carga generada en él. Posteriormente, el protén
sustraido a la serina es donado al oxigeno del enlace éster para la formacion de
un alcohol.

La serina nucleofilica esterifica al componente acido del sustrato formando un
intermediario unido covalentemente a la enzima. Una molécula de agua hidroliza
este intermediario (desacilacion) tras su activacién por la histidina catalitica, la cual
sustrae un protén a la molécula de agua, formando asi un ién OH", el cual a su vez
ataca al carbono carbonilo del grupo acilo unido covalentemente a la serina. Este
ataque genera un acido que es liberado al medio mientras que la histidina dona el
proton, que previamente sustrajo al agua, al oxigeno del residuo de serina recién
liberado dejando a la enzima lista para un nuevo ciclo catalitico [Jaeger y col.,

1998; Jaeger y col., 1999].
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FIGURA 3. Mecanismo quimico de la hidrdlisis de ésteres en el sitio activo

de las lipasas. 1) Activacion del residuo nucledfilo de Ser y ataque nucleofilico al carbono
carbonilico del enlace éster. 2) Formacion del intermediario tetraédrico y reorganizacion electrénica
previa a la liberacion del motivo alcohdlico del éster y la formacion del intermediario acil-enzima. 3)
Ataque por una molécula de agua activada al intermediario covalente acil-enzima y difusion del
alcohol. 4) Hidrdlisis del intermediario covalente y regeneracién de la enzima (Arpigny y Jaeger,
1999).

3.1.4 Lipasas del género Bacillus

Se han encontrado dos grupos de lipasas en el género Bacillus, las de alto peso
molecular, pertenecientes a la subfamilia 1.5, y las de bajo peso molecular que son
parte de la subfamilia 1.4. Dentro de esta ultima subfamilia, se encuentran las

lipasas con menores pesos moleculares (19 a 20 kDa). Pertenecen a ella las
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lipasas A y B de Bacillus subtilis, y las lipasas provenientes de Bacillus
licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus y Bacillus circulans.

Dentro de esta subfamilia, la mas estudiada y conocida es la lipasa A de B.
subtilis. Esta lipasa es la unica dentro de esta subfamilia que se ha cristalizado,
elucidado su estructura tridimensional, y estudiado sus propiedades cinéticas. Aun
cuando las demas lipasas de bajo peso molecular no han sido cristalizadas,
muchas de ellas se han clonado en Escherichia coli y purificado, permitiendo
estudiar su potencial catalitico [Harwood, 1992].

La lipasa A de B. pumilus es homédloga a la lipasa A de B. subtilis, ambas
comparten una identidad de secuencia cercana al 75%. Esta enorme identidad
permite comparar a ambas lipasas en cuanto a estructura y propiedades

cataliticas.

3.2 Lipasa de B. pumilus GMA1

En 1995 se aisl6 de las aguas termales de Los Azufres, Michoacan, un
microorganismo lipolitico. Este fue identificado por métodos bioquimicos como
Bacillus pumilus y la cepa se denominé GMA1 [Bustos, 1995].

Recientemente, se secuencid el ADN que codifica para el ARN ribosomal 16S
(ADNr 16S) y su analisis confirmé que se trata de una cepa de B. pumilus
(GenBank EU391538). Los reportes iniciales sobre el aislamiento del
microorganismo sefalan que éste produce una lipasa con caracteristicas
interesantes respecto a su pH (10.5) y temperatura éptima (50°C). Ademas,
presenta preferencia por acidos grasos de cadena corta y un peso molecular

aproximado de 21 kDa [Bustos, 1998 ; Wong, 2001].
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FIGURA 4. Bacillus pumilus GMA1 a 10,000x. La linea de escala representa

5 um (Wong, 2001).

Como se mencion6 anteriormente, la lipasa A de B. pumilus GMA1 es homdéloga a
la lipasa A de B. subtilis [Bustos, 1998]. Ambas lipasas poseen 181 residuos de
aminoacidos en sus formas maduras y tienen un peso aproximado de 21 kDa. Por
estas razones es factible suponer que ambas proteinas comparten el mismo
plegamiento y las diferencias cataliticas que presentan deben estar relacionadas
con los residuos de aminoacidos que no son idénticos. La lipasa A de B. subtilis
presenta una estructura con el plegamiento clasico o/f hidrolasa descrito para las
lipasas, excepto por que soélo tiene 6 hebras  y 5 hélices a (Figuras 2 y 5). En
esta lipasa no se observa la presencia de tapa, por lo que el sitio activo se
encuentra expuesto al disolvente. El sitio catalitico estda conformado por la triada
Ser77-Asp133-His156. La cavidad oxianionica esta formada por las amidas que

corresponden a los residuos lle12 y Met78.
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FIGURA 5. Modelo estructural de BplA. Se resaltan los residuos cataliticos Ser77,
Asp133 e His156 (Mora, 2008).

3.2.1 Parametros cinéticos y estabilidad térmica de BplAr

En el ano 2008, Mora estudié los parametros cinéticos y la estabilidad térmica de
la lipasa recombinante de B. pumilus GMA1 (BplAr) y algunas de sus mutantes.
Algunos de sus resultados se presentan en la Tabla 2.

Al aumentar la temperatura se observo una disminucion considerable en la Ky,
mientras que la kgt no vario fuertemente, lo cual se traduce en un aumento
considerable en la especificidad de la enzima hacia el sustrato debido al cambio
de temperatura. Por otra parte, la estabilidad presenté una relaciéon inversamente

proporcional al aumento de temperatura, como era de esperarse.
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TABLA 2. Parametros cinéticos y estabilidad térmica de BplAr
(Mora, 2008).

Propiedades cataliticas Estabilidad
T Km kcat kcat/ Km ki t1 2
(°C) (UM) (min™y (M min™) (min™) (min)
20 726.48 86.28 0.119 0.000008 9120.4
25 400.67 51.10 0.127 0.000617 112.3
30 245.28 44.50 0.181 0.001525 45.5
35 97.56 45.51 0.466 0.002914 23.8
40 108.46 66.28 0.611 0.008981 7.7

Valores calculados para la hidrélisis de 4-nitrofenilacetato a pH 7.5 con 1% de Triton X100
ki.: constante de desactivacion térmica de la enzima
t1,0: vida media de la enzima

3.3 Inmovilizaciéon de enzimas

Debido a las importantes aplicaciones biotecnoldgicas de las lipasas, ha sido
necesario desarrollar métodos que permitan mejorar los procesos en los que estas
enzimas son utilizadas. Para su uso rentable a nivel industrial se requiere que se
encuentren en un estado que permita su facil manejo y operacién, y en algunos
casos, su reutilizacion. Por otra parte, con la finalidad de mejorar las propiedades
de estabilidad de las lipasas en condiciones extremas de temperatura y pH,
presencia de disolventes organicos y detergentes, se han desarrollado diversos
métodos fisicos y quimicos que permitan conferir a estas enzimas mayor
resistencia a la desnaturalizacion. Los métodos mas usados para este fin son la
inmovilizacidn por adsorcion sobre soportes, la encapsulacion con glicolipidos, la
incorporacion en polimeros y la modificacion con polietilenglicol, entre otros

[Coombs, 1992].
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La inmovilizacion de enzimas es uno de estos métodos y se ha estudiado por mas
de 30 afos. La definicion de inmovilizacion incluye todo aquel proceso por el cual
se restringen, completa o parcialmente, los grados de libertad de movimiento de
enzimas, organelos, células, etc., mediante su union a un soporte [Barros y
col.,1998]. A partir de la segunda mitad del siglo XX, se han buscado muchas
formas de desarrollar enzimas inmovilizadas y por lo tanto insolubles en el medio

de reaccion para muchas aplicaciones distintas.

Entre algunos beneficios de utilizar enzimas inmovilizadas en lugar de las solubles

estan:

a) Reduccion de costos de produccidén mediante procesos de reutilizacion
eficientes y controlables.

b) Analitos estables para aplicaciones médicas y analiticas.

c) Adsorbentes selectivos para purificacién de proteinas y enzimas.

d) Herramientas fundamentales para quimica de proteinas en fase sdlida.

e) Microdispositivos para produccién controlada de farmacos.

Es imprescindible mencionar que, sin importar la forma en la que fueron
preparadas, las enzimas inmovilizadas deben cumplir con dos funciones

esenciales [Suan y col., 2004]:

- Las funciones no cataliticas, que incluyen la correcta y eficiente separacion
del medio de reaccidn y la reutilizacidn del biocatalizador.
- Las funciones cataliticas, que comprenden la capacidad de la enzima de

convertir los sustratos en los productos deseados en el tiempo requerido.
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Existen cuatro categorias de interaccion fisica entre la enzima y el soporte

[Kourkoutas y col., 2004]:

a) Union sobre una superficie solida.

b) Atrapamiento en una matriz porosa.

c) Agregacion por floculacion o con agentes entrecruzantes.

d) Inclusién en membranas.

Después de la inmovilizacion, la estructura de las enzimas pierde flexibilidad, lo
cual incide directamente en la disminucion de la sensibilidad de la enzima al efecto
negativo de la temperatura. Algunos estudios [Bastida y col., 1998; Fernandez-
Lafuente y col., 1998] sugieren que las lipasas son mas activas en la interfase
lipido-agua después de su inmovilizacidn por adsorcién. Por lo tanto, este
procedimiento no solo puede mejorar la estabilidad de la enzima y su facil

separacion del medio de reaccion, sino también la actividad enzimatica.

Existen muchos estudios de inmovilizacién de lipasas con diferentes soportes,
entre los que se encuentran: zeolita, Duolite, celulosa, Avicel, arcilla, caolin,
diéxido de titanio, Sepharose, Sephadex, carbén activado, vidrios porosos y silica

gel [Zuhiga, 2004].

Existen materiales que naturalmente presentan poros, como el carbén activado y
la zeolita. Esta ultima fue uno de los primeros materiales inorganicos que se utilizd

con el fin de inmovilizar enzimas. Estos soportes se han utilizado principalmente
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para reconocer, discriminar y organizar moléculas con alta precision. Sin embargo,
la heterogeneidad y el tamafio de sus poros es una limitante para la inmovilizaciéon
de enzimas, ya que la enzima inmovilizada queda en micro ambientes diferentes

dependiendo del tamarfio y profundidad de los poros.

La lipasa de B. pumilus GMA1 ha sido inmovilizada en Accurel ® MP1000
(polipropileno microporoso), obteniendo aumentos en la actividad lipolitica de
hasta un 55% en relacion a la enzima libre [Zuhiga, 2004]. En este trabajo
decidimos inmovilizar la lipasa A de B. pumilus GMA1 recombinante (BplAr), en

forma pura, en un material mesoporoso.
3.3.1 Materiales mesoporosos

En 1990 Yanagisawa y colaboradores, reportaron la sintesis de materiales
mesoporosos mediante la intercalacion de cationes alquilmetilamonio, con
cadenas de 12, 14, 16 o 18 carbonos, al silicato laminar kanemita. Al estudiar
estos materiales por medio de difraccion de rayos X, se determiné poco
ordenamiento con respecto a los poros. El material se reporté como una estructura
tridimensional en escala nanométrica y se le dio el nombre de FSM (material

mesoporoso de hoja plegada).

Por otra parte, dos afos después, se desarroll6 una nueva clase de material por
investigadores de la Corporacion Mobil, quienes nombran M41S al material que
tiene una estructura porosa ordenada a largo alcance, areas especificas de 700 a

1000 m2/g y un volumen de poro de aproximadamente 1 mL/g [Beck y col., 1992].
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Como parte de la familia M41S se encuentra el material MCM-41 (Mobil
Composition of Matter), que presenta un arreglo hexagonal de poros con diametro
de entre 3 y 10 nm. Este material se ha utilizado para inmovilizar un gran numero
de enzimas, entre ellas la tripsina, el citocromo c y la HRP (perdxidasa de rabano
blanco). Sin embargo, muchas enzimas de interés para la biotecnologia, de un
tamafo mayor al de los poros de este material, no podian ser inmovilizadas

eficientemente en él.

Zhao, en 1998, reporta una nueva familia de estructuras moleculares
mesoporosas altamente ordenadas y con un tamafno considerablemente mayor al
de MCM-41. Esta familia se conoce como Santa Barbara Amorphus (SBA). Se
reportaron arreglos peridodicos de poros ordenados con simetrias cubicas,
hexagonales y laminares, que se obtienen dependiendo del surfactante que se

utilice.

3.3.2 Sintesis

Para la formacién de materiales mesoporosos es necesaria la presencia de un
tensoactivo en solucion, que es el agente formador de estructuras micelares. Los
tensoactivos contienen un grupo hidrofilico en la cabeza y una cadena hidrofébica,
generalmente compuesta por mas de diez atomos de carbono. Este caracter

anfipatico permite que se ensamblen cuando se encuentran en disolucion.

Al momento de entrar en contacto con un producto quimico inorganico como
fuente de silice, se forma una red de silice alrededor de las micelas de

tensoactivo, la cual se solidifica por procesos térmicos para producir el sdlido
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mesoporoso (Figura 6). Los componentes inorganicos, que a valores altos de pH
se encuentran cargados negativamente, interactuan preferentemente con los
grupos amonio de las cabezas de los tensoactivos, cargados positivamente, y

condensan en un soélido formando una estructura continua.
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Armreglo estructural

FIGURA 6. Ruta general para la formacion de materiales mesoporosos.
(Montiel, 2008)
Recientemente se han desarrollado materiales con poros de tamano y profundidad
homogéneos. Los materiales mesoporosos tienen poros en el rango de 20 a 300 A
de diametro y tienen areas superficiales enormes que proveen un gran numero de
sitios donde la adsorcidon puede ocurrir. En estos materiales el tamafio del poro y
su profundidad pueden ser regulados durante el proceso de sintesis, por lo que el
microambiente en que se encontraran las enzimas inmovilizadas sera
relativamente homogéneo. Estos materiales estan hechos con silica, por lo que

resultan insolubles tanto en medios acuosos como en medios organicos. Esta
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propiedad hace de estos materiales una clase prometedora de soportes para la

inmovilizacién de lipasas.

3.3.3 SBA-15

Seis afos después de la sintesis de las primeras nanoparticulas mesoporosas de
silica, investigadores de la Universidad de California en Santa Barbara, lidereados
por Zhao, anunciaron la produccion de nanoparticulas de silica con poros mucho
mas grandes que los sintetizados anteriormente [Zhao y col., 1998]. El material se
nombré Santa Barabara Amorphus o SBA-15 y en un principio se planeé utilizarlo
como malla molecular. Estas particulas tienen, al igual que MCM-41, arreglos
hexagonales de los poros. Hoy, las nanoparticulas de silica tienen una cantidad
importante de aplicaciones, entre las que se encuentran ejemplos meédicos y

biotecnoldgicos.

Dentro de los materiales mesoporosos conocidos y estudiados, el SBA-15 es una
excelente opcion para la inmovilizacion de lipasas debido a sus poros con paredes
gruesas y tamarios uniformes cercanos a los 300 A, asi como a su alta estabilidad

térmica [Montiel y col., 2007].

Una gran cantidad de proteinas, como el citocromo ¢ han sido inmovilizadas en
SBA-15 con alta eficiencia y actividad y sin limitaciones de difusién. Se ha
sugerido que la alta actividad del citocromo ¢ inmovilizado en SBA-15 se debe a la
interaccion de la proteina con la superficie del material mesoporoso. En este caso
se propone que el ion Fe (lll) cambia su spin de lento a rapido en la forma

inmovilizada. Esto, segun los autores, hace al citocromo c estable y activo por
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varios meses, incluso en condiciones normalmente desnaturalizantes [Montiel,

2007].

200 g

FIGURA 7. Material mesoporoso SBA-15 (Santa Barbara Amorphous).
(Cortesia de la Dra. Carmina Montiel Pacheco, Instituto Mexicano del Petréleo).
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Capitulo 4. Materiales y métodos

4.1 Esquema general de trabajo

Obtencién de BplAr a partir de células

recombinantes de E.coli

| Dialisis
Purificacion de la lipasa l
Analisis en gel de
poliacrilamida
Produccion SBA-15 L
Concentracion de
l proteina
Inmovilizacion en SBA -15 |¢
Determinacion de actividad > Cuantificacion de proteina
enzimatica
Reacciones de transesterificacién en medio organico Andlisis cualitativo

Analisis cuantitativo

24



4.2 Reactivos

Acetato de Etilo Sigma-Aldrich
Acetona Sigma-Aldrich
Acido benzoico Sigma-Aldrich
Acido caproico Sigma-Aldrich
Acido laurico Sigma-Aldrich
Acido oleico Sigma-Aldrich
Ampicilina Sigma-Aldrich
BCA (Acido Bicinconinico) Sigma-Aldrich
B-Mercaptoetanol Sigma-Aldrich
Decanol Merck

EDTA (Acido etilendiaminotetracético) | Sigma-Aldrich
Etanol Sigma-Aldrich
1-feniletanol Sigma-Aldrich
1-hexadecanol Merck
Hexano Merck

IPTG (Isopropil-b-D-tio-galactosido) Sigma-Aldrich
Isooctano Sigma-Aldrich
Malla molecular Sigma-Aldrich
Medio LB (Luria Bertani) Difco

Metanol Merck

NaCl Sigma-Aldrich
NaOH Sigma-Aldrich
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4-nitrofenilacetato Sigma-Aldrich
4-nitrofenol Sigma-Aldrich
CalB inmobilizada (Novozym 435) NOVOZYM
Octadecanol Merck
Octanol Merck

Placas cromatograficas

Macherey-Nagel

Polietilenglicol Sigma-Aldrich
Pluronic 123 Sigma-Aldrich
tartrato dibasico de sodio dihidratado | Sigma-Aldrich
1-tetradecanol Sigma-Aldrich
Tetraetilortosilicato Sigma-Aldrich
Silice Sigma-Aldrich
Sulfato de cobre Sigma-Aldrich
Vinil estearato Sigma-Aldrich
Yodo Sigma-Aldrich

4.3 Cepas bacterianas

Cepa

Genotipo o descripcién

E. coli BL21 (DE3)

F ompT hsdSg(rg mg’) gal dem (A\clts857 ind1

Sam7 nin5 lacUV5-T7 gene)
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4.4 Equipo

Equipo Marca
pHmetro 713 Metrohm
Espectrofotémetro Ultrospec® 2000 Amersham-Pharmacia
Espectrofotometro CARY 400 Varian
Sonicador CV26 Cole Parmer
Centrifuga Avanti J-251 Beckman
Microcentrifuga 6417R Eppendorf

HPLC (Controlador 600S, bomba 626, detector dual
de absorbancia 2487, desgasificador en linea AF y Waters

colector de fracciones /ll)

Cromatégrafo de gases C400 PerkinElmer

Cromatdégrafo de gases 8610C SRI

4.5 Obtencion de BplAr a partir de células recombinantes de E . coli

La cepa de E. coli BL21 (DE3) transformada con el plasmido pETbpl, que contiene
el gen que codifica para la BplA, se sembré en una placa de medio LB con
ampicilina (50 ug/mL) y se incubé a 37°C por 24 horas. Se transfirieron las
colonias a medio LB liquido con ampicilina y se incubd a 37°C con agitacion orbital
de 200 r.p.m. durante toda la noche.

El cultivo fue utilizado para inocular 1 L de medio LB con ampicilina, que se incubd
en las mismas condiciones, hasta alcanzar la fase exponencial (densidad optica

de 0.8).
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Se agregd IPTG al medio de cultivo a una concentracion final de 0.5 mM, y se
continud con la incubacidon por cuatro horas mas en las mismas condiciones. Al
transcurrir este tiempo, el medio se centrifugd a 10,000 r.p.m. por 10 minutos a
4°C.

La biomasa obtenida se rompi6é por ultrasonido a una amplitud de 30% y una
potencia de 50 W. Posteriormente se centrifugd a 15,000 r.p.m. por 15 minutos a

4°C para obtener el sobrenadante.

4.6 Purificacion de la BplAr por afinidad

La purificacion de la enzima recombinante se realizé en un equipo HPLC Waters,
operado a través del programa Empower. La columna cromatogréfica utilizada fue
de afinidad por niquel (Protino® Ni-IDA, Macherey Nagel), metal afin a los residuos
de histidina de la proteina recombinante. Durante la corrida cromatografica se
utilizé un flujo de 2 mL/min. Para acondicionar la columna se inyectaron 200 mL
de agua destilada, 200 mL de NiSO4 10 mM y finalmente 200 mL del amortiguador
de equilibrado (fosfato de potasio 20 mM, NaCl 500 mM e imidazol 20 mM, pH
7.5). Una vez inyectadas las soluciones mencionadas, se inyectd la fraccion
intracelular y se lavo la columna con 200 mL de amortiguador de equilibrado. Para
la elusion de la proteina se hizo un gradiente de imidazol de 20 a 500 mM con un
amortiguador de elusion (fosfato de potasio 20 mM, NaCl 500 mM e imidazol 500
mM, pH 7.5). Se recolectaron fracciones de 4 mL entre los 80 y los 120 minutos
de la corrida, donde eluye la proteina pura y en concentraciones considerables
[Mora, 2008]. Las fracciones recolectadas, se dializaron frente a un amortiguador

de fosfato de potasio 20 mM a pH 7.5, realizando varios cambios, con el fin de
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eliminar el imidazol presente en la muestra. Las fracciones dializadas se
analizaron en gel de poliacrilamida para asegurar la pureza de la proteina

obtenida.

4.7 Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se comprobé la pureza de las fracciones recolectadas empleando electroforesis
en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de
acuerdo al método de Laemmli (1970). La tincién del gel se realizdé con azul de

Coomassie R-250.

4.8 Concentracion de la proteina

La proteina dializada se introdujo en una membrana para dialisis (corte de 12 kDa)
y ésta se coloco sobre una cama de polietilenglicol. Se realizaron varios cambios
de poletilenglicol hasta que el volumen se redujo aproximadamente a la tercera

parte.

4.9 Produccién de SBA-15

El SBA-15 se sintetizé usando Pluronic 123 como molde estructural de acuerdo al
método reportado en la literatura [Zhao et al., 1998]. Para este método, se
disolvieron 4 g de P123 en 105 mL de agua destilada y 20 mL de HCI (37%). La
solucion se agité por algunas horas y se adicionaron lentamente 11 mL de TeOS.

La solucion se incubd por 24 horas a 40°C y posteriormente a 100°C por otras 24
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horas. El SBA-15 padre se filtrd, se seco por 24 horas a 40°C y posteriormente

se calciné en presencia de aire a 550°C. La caracterizacion del material se llevo a

cabo en el Instituto Mexicano del Petréleo con tamafio de poro promedio de 67A

(SBA-15/67) [ Montiel, 2007].

4.10 Inmovilizaciéon de la proteina en SBA-15

Las fracciones dializadas y concentradas se colocaron en contacto directo con 1 g
de material mesoporoso SBA-15. La mezcla se mantuvo en agitacion durante 24
horas a 4°C. Pasado este periodo, se centrifugd el material y se separé la fase
acuosa para futuros experimentos. La fase sélida de lavo dos veces con 20 mL de
amortiguador tris 5 mM pH 8, y dos veces mas con 20 mL de acetona,
centrifugando entre cada lavado. Se realiz6 un ultimo lavado con 20 mL de
hexano.

Después del ultimo lavado, el material se secé a temperatura ambiente por 6 h
para eliminar los restos de hexano. La enzima inmovilizada se almacené a 4°C

dentro de una camara de humedad controlada (Aw = 0.15).

4.11 Actividad de la enzima inmovilizada

La muestra se suspendié en amortiguador de fosfatos (fosfato de potasio 50 mM,
0.1% de Triton X100) y se incubd a 30°C por un minuto. Se agregdé como sustrato
p-nitrofenil acetato 0.5 mM, y se agité por 1 minuto. La reaccion se detuvo en hielo

y, en el caso de la determinacion de la actividad de la enzima inmovilizada, se
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centrifugd a 10,000 r.p.m. por 1 minuto a 4°C, separando el sobrenadante. Se
midié un solo punto en el espectofotometro a una longitud de onda de 410 nm.
Se calculé la actividad de la enzima comparandola con a una curva de calibracion

de p-nitrofenol en el intervalo de 0 a 1 uM.

4.12 Cuantificacion de proteina

Se midio la cantidad de proteinas por el método del &cido bicinconinico (BCA). En
el cual los iones Cu’ formados en condiciones alcalinas se ligan al enlace
peptidico de los aminoacidos en las proteinas. Este complejo es detectado por la
reaccion con el BCA, produciendo un color purpura intenso, el cual es proporcional
a la cantidad de proteina.

Se diluyeron 10 uL de la muestra en 90 uL de agua y se adicion6 1 mL de mezcla
BCA-Cu?* (5g BCA, 8.55 g Na,COs, 0.8 g de tartrato dibasico de sodio dihidratado,
2 g NaOH, 4.73 g NaHCO3; aforados a 500 mL con H,0). Se mezcld y se incubd a
37°C durante 30 minutos. Se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 562
nm. Se calculd la cantidad de proteina comparando con una curva de calibracion

con un estandar de albumina bovina.

4.13 Reacciones de sintesis y alcoholisis en medio organico

Las reacciones se prepararon de acuerdo a la Tabla 3. Se utilizé siempre un
blanco sin enzima tratado en las mismas condiciones, y a la lipasa B de C.
antarctica inmovilizada (CalB) como referencia. En todos los casos se agregd

malla molecular con el fin de evitar la presencia de agua en el medio.
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TABLA 3. Preparacién de reacciones de sintesis en medio organico

Reactivos

Condiciones

- Acido caproico (0.27mmol)
- 1-feniletanol ( 0.081mmol)
- Hexano (21.28 mmol)

- Enzima (10 mq)

37°C x 48 horas, en agitacion

- Acido caproico (0.27mmol)
- 1-feniletanol ( 0.081mmol)
- Hexano (21.28 mmol)

- Enzima (10 mg)

50°C x 48 horas, en agitacion

- Acido laurico (0.27mmol)
- 1-feniletanol ( 0.081mmol)
- Hexano (21.28 mmol)

- Enzima (10 mq)

37°C x 48 horas, en agitacion

- Acido laurico (0.27mmol)
- 1-feniletanol ( 0.081mmol)
- Hexano (21.28 mmol)

- Enzima (10 mg)

50°C x 48 horas, en agitacion

- Acido caproico (0.27mmol)
- 1-feniletanol ( 0.081mmol)
- Isooctano (21.28 mmol)

- Enzima (10 mg)

37°C x 48 horas, en agitacion

- Acido caproico (0.27mmol)
- 1-feniletanol ( 0.081mmol)
- Isooctano (21.28 mmol)

- Enzima (10 mg)

50°C x 48 horas, en agitacion

- Vinil estearato (0.27mmol)
- 1-feniletanol ( 0.081mmol)
- Isooctano (21.28 mmol)

- Enzima (10 mg)

37°C x 48 horas, en agitacion

- Vinil estearato (0.27mmol)
- 1-feniletanol ( 0.081mmol)
- Isooctano (21.28 mmol)

- Enzima (10 mq)

50°C x 48 horas, en agitacion

4.14 Anadlisis cualitativo de las muestras

a) Cromatografia en capa fina

El analisis cualitativo de las reacciones realizadas se llevd a cabo por
cromatografia en capa fina. La mezcla de eluyentes se adaptd a cada mezcla de

reaccion. Las placas cromatograficas se revelaron con luz ultravioleta, utilizando el
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revelador incluido en las placas cromatograficas o en una camara de silice

impregnada con 5.

b) Cromatografia gases-masas

Con la finalidad de determinar la produccion de los ésteres correspondientes a
cada reaccion, se llevo a cabo un analisis cromatografico en un cromatografo de
gases PerkinElmer C400, con un detector de espectrometria de masas. Se utilizd
un flujo de 0.9 mL/min, un split de 50:1 y se utilizé6 una columna BDNO1. La
temperatura del puerto de inyecciéon fue de 150°C, y la columna se someti6 al
siguiente ciclo de temperaturas: 15 minutos a 100°C; luego se elevo la
temperatura a una velocidad de 10°C/min hasta 156°C y al alcanzar dicha
temperatura, se elevd nuevamente la temperatura a una velocidad de 2°C/min
hasta 220°C. A esta ultima temperatura se mantuvo la columna durante 25

minutos.

4.15 Andlisis cuantitativo de las muestras

a) Curva patrén de 1-feniletanol

Se realizé una curva patron de 1-feniletanol, utilizando diferentes concentraciones
conocidas del alcohol, siendo la mas alta la concentracién agregada a la mezcla
de reaccién al tiempo cero (0.081 mM).

Se utilizé un cromatografo SRI 8610C con una columna capilar AT-1000 de 30 m x
0.53 mm x 1 um (Grace Davison Discovery Sciences), la temperatura del puerto

de inyeccion fue de 160°C, y la columna se sometié al siguiente ciclo de
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temperaturas: 3 minutos a 120°C; luego se elevé la temperatura a una velocidad
de 5°C/min hasta llegar a 180°C y se mantuvo por dos minutos mas, para después

regresar a la temperatura inicial de 120°C.

b) Analisis de las muestras

Las mezclas de reaccion se inyectaron en el cromatografo utilizando el mismo
programa de temperatura que en el caso de la curva patrén.

Se realizé un analisis de las areas bajo la curva de los picos correspondientes al
alcohol, con el fin de determinar la cantidad de alcohol gastado en cada una de las

reacciones.
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Capitulo 5. Resultados y discusion

5.1 Obtencion de la lipasa recombinante de B. pumilus GMA1

Células de E. coli BL21(DE3), previamente transformadas con un plasmido que
contiene el gen que codifica para la lipasa de Bacillus pumilus GMA1 fusionado a
una etiqueta de His [Mora, 2008], se cultivaron en medio LB sélido con 50 ug/mL
de ampicilina. La etiqueta de histidinas fusionada a la BplA permite su posterior
purificaciéon por afinidad en un solo paso.

Las colonias obtenidas se transfirieron a 10 mL de caldo LB con ampicilina (50
ug/mL) y se incubaron con agitacion de 200 r.p.m. a 37°C durante una noche. El
cultivo anterior se utilizdé para inocular 1 L del mismo medio de cultivo, que fue
incubado en las mismas condiciones hasta alcanzar la fase exponencial de
crecimiento, es decir, una densidad Optica cercana a 0.8. Transcurrido este
tiempo, la expresion de BplAr se indujo mediante la adicién de IPTG (0.5 mM) y su
incubacion durante 4 horas mas. Posteriormente el cultivo se centrifugé 10
minutos a 10,000 r.p.m. y el paquete celular se resuspendié en amortiguador de
sonicacion. Las células se rompieron por sonicado a una amplitud de 30% vy
potencia de 50 W, en 10 pulsos de 15 segundos cada uno. El liquido resultante se
centrifugd a 15,000 r.p.m. durante 15 minutos; se separaron los restos celulares y

el sobrenadante se conservd a 4°C hasta su uso.
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5.2 Purificacién de la enzima
La purificacién de la enzima se llevoé a cabo de acuerdo al protocolo mencionado

en el apartado de métodos. Al haber equilibrado la columna de afinidad para

etiquetas de histidinas con solucidn amortiguadora, el extracto intracelular
obtenido (10 mL) se inyectd a la columna. Una vez unida la proteina a la columna,
la lipasa se eluyd con un gradiente de imidazol para lograr su separacién de la
matriz (Figura 8). Se recolectaron fracciones de 4 mL entre los 80 y los 120
minutos de la corrida. Para eliminar el imidazol presente en las muestras, las
fracciones recolectadas fueron dializadas frente un amortiguador de fosfatos 20
mM, pH 7.5, durante 4 horas. Transcurrido este tiempo, el amortiguador se cambi6

dos veces mas cada 6 horas.

™ | BplAr Pura

2.004

000 200 40 00 8000 8000 100 00 1200 140 00 18000 18000 Q00 X

21 Mirutes, 30025 AU Mirtes

FIGURA 8. Cromatograma de la purificacion de BplAr por columna de

afinidad (Ni). HPLC (Waters); columna 1.1 x 16.4 con resina Protino Ni-IDA (Macherey-Nagel);
velocidad de flujo de 1 mL/min, a temperatura ambiente (~22°C); gradiente de elucién, 20 a 500
mM de imidazol en 90 min.
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5.3 Electroforesis SDS-PAGE

Para confirmar la pureza de la proteina después de la didlisis, se realizé un gel de
poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de acuerdo
al método de Laemmli (1970), realizando la tincion con azul de Coomassie R-250

(Figura 9).

BplAr

1 2 3 4
FIGURA 9. Electroforesis SDS-PAGE. Confirmacion de la pureza de la proteina. Carril 1:

Marcador de BplAr previamente purificada (Mora, 2008). Carriles 2,3 y 4: BplAr pura.

El analisis por electroforesis de las fracciones eluidas con el gradiente de imidazol
mostré una sola banda en cada uno de los carriles, o que permitié confirmar que
los distintos pasos de la purificacion habian sido exitosos, como lo demostré

previamente Mora (2008).

5.4 Concentracion de la proteina
La proteina pura se dializé contra un amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.5 para
eliminar el imidazol. Posteriormente estas membranas de dialisis fueron colocadas

en una cama de polietilenglicol y mantenidas en refrigeracién por una hora. Esto
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con el fin de eliminar el exceso de agua presente. Una vez reducido el volumen a
aproximadamente 10 mL (una tercera parte del volumen original), se recuperé el

extracto.

5.5 Produccion de SBA-15

Siguiendo el protocolo especificado en la parte de métodos fue posible la
obtencion del material mesoporoso SBA-15, un polvo fino de color blanco, que fue
almacenado durante el tiempo total de los experimentos en una camara de

humedad y temperaturas controladas (Aw= 0.15, T=4°C).

La caracterizacion del material se hizo en el Instituto Mexicano del Petroleo,
encontrando que se trataba de un material ordenado en una estructura hexagonal,
con una constante de rejilla (/attice) de 107.8 A tipica de la estructura de SBA-15

[Montiel, 2007].

5.6 Cuantificacion y actividad de la enzima

Segun el protocolo mencionado en el capitulo correspondiente a los métodos, la
cuantificacion de proteina y la actividad fueron determinadas en las diferentes
etapas de obtencién e inmovilizacion de la enzima con el fin de determinar el
rendimiento del proceso. En la Tabla 4 se presenta un resumen de estas

determinaciones.
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TABLA 4. Purificacion de BplAr

Vol. Conc. Proteina Actividad Actividad Actividad Rendi- Factor de
total especifica total miento purificacion
Etapa mL mg/mL mg U/mL U/mg U %
Sobrenadante 10 9.37 93.7 141730 15130 1417300 100 1
del sonicado
Proteina 10 6.73 67.3 98940 14700 989400 69.8 1.4
purificada
dializada y
concentrada

La pérdida de proteina durante el proceso de purificacion de la enzima fue
relativamente poca, como lo indica el alto porcentaje de rendimiento en el proceso.
La metodologia indicada permite obtener valores altos de proteina aun después de

someterla a varios pasos para la obtencién de la misma.

5.7 Inmovilizacién en SBA-15

La proteina concentrada (10 mL, 6.73 mg de proteina/mL) se colocd en contacto
directo con 1 g de material mesoporoso SBA-15, se mantuvo en agitacion por 24
horas a 4°C. Al transcurrir este tiempo, se centrifugd a 5,000 r.p.m. durante 10
minutos a 4°C con el fin de separar el sobrenadante de la fase sdlida. La fase
liquida se almacend a 4°C con el fin de medir la eficiencia de la inmovilizacion. El
precipitado se lavo y seco como se describe en el capitulo Materiales y métodos.
La determinacion de la cantidad de proteina y de actividad de la enzima
inmovilizada en el material mesoporoso se determiné de forma separada. Como
se menciona en el apartado de métodos, el hecho de tener la proteina atrapada en
un sélido, nos obligd a modificar el método de determinacion de actividad,

incluyendo una operacion de centrifugacion del extracto después de la reaccion.
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La cantidad de proteina unida al material mesoporoso se determind por diferencia
(cantidad de proteina pura, dializada y concentrada menos fase acuosa de la
inmovilizaciéon). Mediante un balance de materia se asumié que el resto de
proteina se encontraba unida al SBA-15. En la Tabla 4 se muestran los valores del

rendimiento de la inmovilizacién de la enzima.

TABLA 5. Cantidad de proteina y actividad en la enzima inmovilizada

Cantidad Actividad Conc. Proteina Proteina Actividad
Total total
U/g 6 U/ml mg/g 6 mg/ml Mg U
Enzima pura 10 ml 98940 6.73 67.3 989400
Material seco 19 577000 34.9 34.9 577000
Sobrenadante 9 ml 36200 3.6 324 353000

La Tabla 5 muestra que se logré inmovilizar un 58.31% de la actividad inicial,
mientras que en el sobrenadante quedo6 un 35.57% de ésta. Los datos anteriores
indican que un 6.11% de la actividad inicial se perdié durante la inmovilizacién.
Esta pérdida puede deberse a la desnaturalizacién de la enzima, a una enzima
inmovilizada con sitios activos inaccesibles o a cambios estructurales de la enzima

que redujeron su actividad de manera global.
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5.8 Estabilidad de la enzima inmovilizada
Con el fin de determinar la estabilidad de la enzima inmovilizada con respecto al
tiempo, la actividad de ésta se midi6 cada 2 meses. La pérdida de actividad en

relacion al tiempo transcurrido se presenta en la Figura 10.

601
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FIGURA 10. Estabilidad de la enzima inmovilizada
La pérdida de actividad en la enzima inmovilizada no presenta un patrén

determinado. Aun asi, se puede observar que las unidades de actividad perdidas

en los ultimos meses fueron mayores. En un periodo de 14 meses, la enzima
perdié un 53.28% de su actividad inicial. Esto nos habla de una buena estabilidad

de la enzima en las condiciones de almacenamiento antes mencionadas (4°C en

una camara de humedad controlada Ay = 0.15).
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5.9 Reacciones de alcoholisis y sintesis en medio organico.

Preparacién de las muestras

Las muestras se prepararon con las concentraciones y condiciones que se
indican en la Tabla 3 del apartado de Materiales y métodos. Al transcurrir las 48 h
de incubacion, las reacciones se conservaron a una temperatura de 4°C con el fin

de frenar la accion enzimatica hasta su analisis, unos minutos después.

5.9.1 Analisis cualitativo

a) Cromatografia en capa fina.

Después del tiempo de reaccién, se analizd por cromatografia en capa fina cada
una de las reacciones. Con el fin de lograr una separacion Optima de los
componentes de la reaccidn se utilizaron diferentes mezclas de acetato de etilo y
hexano como eluyentes. Las placas se revelaron con luz ultravioleta, utilizando el
revelador incluido, o en una cdmara de silice y yodo. En todos los casos se
compar6 la accién de BplA inmovilizada con la de CalB, también inmovilizada

(Novozym 435).
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FIGURA 11. Cromatografia en capa fina. Reaccion de acido laurico + 1-feniletanol
usando hexano como disolvente, a 37°C x 48 h. Eluyente: hexano: acetato de etilo (50:50),
revelado en camara de yodo y silice. A: Reaccion catalizada por BplA. B: Reaccion catalizada por
CalB. C: Control, ausencia de catalizador.

Mediante este método fue posible determinar la formacién de productos en las

reacciones de estudio gracias a la aparicion o desaparicion de eluatos.

b) Cromatografia gases-masas
Con el objetivo de determinar de forma cualitativa la presencia de los ésteres
formados en cada reaccion se realizé un analisis cromatografico acoplado a un

detector de gases/masas como se describe en el capitulo Materiales y métodos.
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Reacciones de sintesis en medio organico utilizando acido caproico como

sustrato

TABLA 6. Analisis cromatografico de las reacciones de sintesis en medio

organico utilizando como sustrato acido caproico

Reactivos Condiciones Resultados®

- Acido caproico

- 1-feniletanol 37°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 18
- Hexano horas min

- BplA

- Acido caproico

- 1-feniletanol 37°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 18
- Isooctano horas min

- BplA

- Acido caproico

- 1-feniletanol 50°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 18
- Hexano horas min

- BplA

- Acido caproico

- 1-feniletanol 50°C en agitacion por 48 | No hay pico de producto
- Isooctano horas

- BplA

- Acido caproico

- 1-feniletanol 37°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 18
- Hexano horas min

- CalB

- Acido caproico

- 1-feniletanol 37°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 18
- Isooctano horas min

- CalB

- Acido caproico

- 1-feniletanol 50°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 18
- Hexano horas min

- CalB

- Acido caproico

- 1-feniletanol 50°C en agitacion por 48 | No hay pico de producto
- Isooctano horas

- CalB

a: Valores referidos al tiempo de elusion del producto de la reaccion en estudio.
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Reacciones de sintesis en medio organico utilizando acido laurico como

sustrato

TABLA 7. Analisis cromatografico de las reacciones de sintesis en medio
organico utilizando como sustrato acido laurico

Reactivos Condiciones Resultados®

- Acido laurico

- 1-feniletanol 37°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 42
- Hexano horas. min

- BplA

- Acido laurico

- 1-feniletanol 37°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 42
- Isooctano horas. min

- BplA

- Acido laurico

- 1-feniletanol 50°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 42
- Hexano horas. min

- BplA

- Acido laurico

- 1-feniletanol 50°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 42
- Isooctano horas. min

- BplA

- Acido laurico

- 1-feniletanol 37°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 42
- Hexano horas. min

- CalB

- Acido laurico

- 1-feniletanol 37°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 42
- Isooctano horas. min

- CalB

- Acido laurico

- 1-feniletanol 50°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 42
- Hexano horas. min

- CalB

- Acido laurico

- 1-feniletanol 50°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 42
- Isooctano horas. min

- CalB

a: Valores referidos al tiempo de elusién del producto de la reaccién en estudio.
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Reacciones de alcoholisis en medio organico utilizando vinil estearato como

sustrato

TABLA 8. Analisis cromatografico de las reacciones de alcoholisis en medio

organico utilizando como sustrato vinil estearato

Reactivos Condiciones Resultados®

- Vinil estearato

- 1-feniletanol 37°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 75
- Hexano horas min

- BplA

- Vinil estearato

- 1-feniletanol 37°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 75
- Isooctano horas min

- BplA

- Vinil estearato

- 1-feniletanol 50°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 75
- Hexano horas min

- BplA

- Vinil estearato

- 1-feniletanol 50°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 75
- Isooctano horas min

- BplA

- Vinil estearato

- 1-feniletanol 37°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 75
- Hexano horas min

- CalB

- Vinil estearato

- 1-feniletanol 37°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 75
- Isooctano horas min

- CalB

- Vinil estearato

- 1-feniletanol 50°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 75
- Hexano horas min

- CalB

- Vinil estearato

- 1-feniletanol 50°C en agitacion por 48 | Pico de producto en 75
- Isooctano horas min

- CalB

a: Valores referidos al tiempo de elusién del producto de la reaccién en estudio.
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En las Tablas 6,7 y 8 se presentan los resultados de las reacciones realizadas
con acido caproico, acido laurico y vinil estearato respectivamente. En todos los
casos se estudio la misma reaccion catalizada por la lipasa de Candida antarctica
(CalB) inmovilizada (Novozym 435) y una reaccion en ausencia de catalizador se
utilizé como control. Los disolventes utilizados fueron hexano e isooctano, y las
temperaturas 37 y 50°C.

Gracias a la deteccion de los picos a los que se hace referencia en las tablas
anteriores se pudo definir, de una forma cualitativa, la presencia de los ésteres
producidos correspondientes a cada una de las reacciones. De forma global, es
posible decir que la enzima BplAr inmovilizada en el material mesoporoso SBA-15,
en los medios organicos probados realiza las reacciones de sintesis y alcoholisis
esperadas. Los productos esperados no fueron detectados en presencia de los
dos catalizadores estudiados, en las reacciones incubadas a 50°C con isooctano
como disolvente y acido caproico como sustrato. Por esta razén se decidid
estudiar cuantitativamente las reacciones en condiciones de temperatura vy
disolventes que permitieran la produccién de los compuestos de interés, es decir,
isooctano como disolvente y una temperatura de incubacion de 37°C.

La presencia de los picos correspondientes a los productos esperados sugiere
que la naturaleza de los disolventes utilizados no afecta la catalisis de las
reacciones estudiadas de una forma significativa. En consecuencia, es factible
estudiar mas a fondo, en trabajos posteriores, el desempefio de la enzima en
nuevos medios organicos y con condiciones de temperatura y tiempo especificos

para cada uno de ellos.
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La enzima BplAr utilizada en las condiciones de estudio del presente trabajo, es
capaz de utilizar alcoholes secundarios con actividad o6ptica, como lo es el 1-
feniletanol, lo que sugiere que esta enzima podria tener propiedades
enantioselectivas interesantes, que pueden ser estudiadas mas adelante,

utilizando esta informacidon como base.

5.9.2 Analisis Cuantitativo

Para poder hacer una comparacion real entre las dos enzimas estudiadas, en
todos los experimentos que se mencionan a continuacion, se utilizaron 10
unidades de actividad enzimatica de ambas lipasas, medidas para la hidrdlisis del

sustrato cromogénico p-nitrofenilacetato.

a) Curva patrén de 1-feniletanol

Debido a la ausencia de estandares de los ésteres formados, la estrategia para la
cuantificacion se bas6é en determinar la cantidad de alcohol presente en las
muestras después del tiempo de reaccion. Para hacer esto posible, la preparacion
de una curva patrén de 1-feniletanol fue necesaria.

Concentraciones conocidas del alcohol, teniendo como maximo aquella utilizada
en las reacciones de sintesis y alcoholisis en el tiempo cero, fueron inyectadas en
el cromatégrafo bajo el programa de temperaturas especificado en el capitulo

Materiales y métodos.
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FIGURA 12. Cromatogramas de la curva patrén de 1-feniletanol.
Concentraciones desde 0 mM hasta 0.081 mM de 1-feniletanol en isooctano.

Fue observada una relacion directamente proporcional entre la concentracion de
alcohol y el area de cada uno de los picos (Figura 12). Gracias a esta relacion, se
logré obtener una ecuacion de la recta que permiti6 en pasos posteriores la
cuantificacion de los ésteres producidos en funcion de la misma.

Considerando que en el caso de las tres reacciones estudiadas la estequiometria
es 1 a 1, se asumié que los moles de alcohol perdidos durante el tiempo de
reaccion corresponde de forma directamente proporcional los moles de éster
formados. Cabe mencionar que se incluyeron controles de alcohol en los ensayos

de incubacion para verificar que el alcohol no se pierde durante la misma.

49



Y=269.78x+1.8516
R2=0.9811

w
o
[ ]

N
o
1

Area promedio (Vs)
=)

L| L| L| 1
0.000 0.025 0.050 0.075 0.100
Concentracion 1-feniletanol (mM)

FIGURA 13. Curva patrén de 1-feniletanol

El coeficiente de correlacion obtenido (R* = 0.981) es un valor aceptable que nos
permite asegurar que los resultados obtenidos a partir de la ecuacion de la recta
seran cercanos al valor real. A partir de la ecuacién obtenida se extrapolaron los
datos resultantes en cada una de las muestras para conocer la concentracion de

alcohol que habia en cada mezcla de reaccion después del tiempo de incubacion.

b) Cuantificaciéon del éster producido a partir del acido caproico.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacidon, las mezclas de reaccidn se
centrifugaron a 10,000 r.p.m. por 5 minutos para lograr la separacion de la fase
soélida. Después, se inyectaron por duplicado utilizando el mismo programa que se

utilizé al hacer la curva patrén (Figura 12).
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FIGURA 14. Cromatogramas de la reaccion de sintesis en medio organico

con acido caproico como sustrato. A: Reaccion control, en ausencia de catalizador. B:
Reaccion catalizada por CalB. C: Reaccion catalizada por BplA.

El acido caproico, al ser mucho mas volatil que el laurico o el vinil estearato, se
pudo observar en los cromatogramas como un pico en el minuto 16, un minuto
después del pico correspondiente al alcohol. La cuantificaciéon en este caso se
realizé de la misma manera, considerando Unicamente el area de los picos

correspondientes al alcohol.

TABLA 9. Areas obtenidas a partir de los picos correspondientes al
1-feniletanol en la reaccién de sintesis en medio organico, utilizando acido
caproico como sustrato

Area Conc. Conc. Alcohol Alcohol
promedio inicial final utilizado utilizado
Vs mM mM mM %
Control 23.70 0.081 0.081 0 0
BplA 8.32 0.081 0.024 0.057 70.37
CalB 6.70 0.081 0.018 0.063 77.77

Relacién de eficiencia de catalisis de BplAr respecto a CalB: 90.47%
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Si consideramos el porcentaje de conversién de CalB como el 100% en esta
reaccion, el desempefio de la lipasa BplA es del 90.47% con respecto a la enzima
comercial de alta actividad lipolitica. Esto nos habla de un excelente desempeno

de la lipasa de B. pumilus en esta reaccion.

0.08-

]
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Control

FIGURA 15. Concentracion de alcohol en el medio de reaccién, después del

tiempo de incubacidn. Concentracion de 1-feniletanol (mM), encontrada en el medio de
reaccion, al final del tiempo de incubacion.

c) Cuantificacién del éster producido a partir de acido laurico.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, las mezclas de reaccion se
centrifugaron a 10, 000 r.p.m. por 5 minutos para lograr la separacion de la fase
solida. Después se inyectaron por duplicado utilizando el mismo programa que se

utilizé al hacer la curva patron.
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FIGURA 16. Cromatogramas de la reaccion de sintesis en medio organico

con acido laurico como sustrato. A: Reaccién control, en ausencia de catalizador. B:
Reaccidn catalizada por CalB. C: Reaccion catalizada por BplA.

En todos los casos se observo la aparicion del disolvente cerca del primer minuto
de la corrida y el pico correspondiente al alcohol (minuto 15) fue claro en todos los
casos. Nuevamente se determiné la cantidad de alcohol presente en la muestra
después de las 48 horas de reaccion.Los datos de esta tabla indican que, si
consideramos el porcentaje de conversion de CalB como el 100%, el desempefio

de BplA es de 27.59% en esas condiciones de reaccion.

TABLA 10. Areas obtenidas a partir de los picos correspondientes al 1-
feniletanol en la reaccién de sintesis en medio organico, utilizando acido
laurico como sustrato

Area Conc. Conc. Alcohol Alcohol
promedio inicial Final utilizado utilizado
Vs mM mM mM %
Control 24.05 0.081 0.081 0.000 0.00
BplA 18.84 0.081 0.063 0.017 21.49
CalB 10.21 0.081 0.031 0.049 77.87

Relacion de eficiencia de catalisis de BplAr con CalB: 27.59%
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FIGURA 17. Concentracion de alcohol en el medio de reaccién, después del

tiempo de incubacidn. Concentracion de 1-feniletanol (mM), encontrada en el medio de
reaccion, al final del tiempo de incubacion.

d) Cuantificacion del éster producido a partir de vinil estearato

Una vez transcurrido el tiempo de incubacidon, las mezclas de reaccidén se
centrifugaron a 10, 000 r.p.m. por 5 minutos para lograr la separacion de la fase
sélida. Después se inyectaron por duplicado utilizando el mismo programa que se

utilizé al hacer la curva patrén.
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FIGURA 18. Cromatogramas de la reaccion de alcoholisis en medio organico

con vinil estearato como sustrato. A: Reaccion control, en ausencia de catalizador. B:
Reaccidn catalizada por CalB. C: Reaccién catalizada por BplA.

De la misma forma en que se realizé en los casos anteriores, se calcularon las
dimensiones de las areas de cada pico. Como en el caso del acido laurico, en
estos cromatogramas solamente se logré observar el pico correspondiente al

disolvente y uno correspondiente al alcohol (Figura 18).

TABLA 11. Areas obtenidas a partir de los picos correspondientes al
1-feniletanol en la reaccién de alcoholisis en medio organico, utilizando
acido caproico como sustrato.

Area Conc. Conc. Alcohol Alcohol
promedio inicial final utilizado utilizado
Vs mM mM mM %
Control 23.35 0.081 0.081 0 0
BplA 19.65 0.081 0.066 0.015 19.09
CalB 18.84 0.081 0.063 0.017 26.82

Relacion de eficiencia de catalisis de BplAr con CalB: 71.17 %
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Aun cuando el porcentaje de alcohol perdido en la reaccién de alcoholisis con vinil
estearato es muy poco incluso para CalB, y considerando a éste como el 100%
de conversion, el desempeio de la lipasa en estudio es del 71.17% con respecto a

CalB.
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Figura 19. Concentracion de alcohol en el medio de reaccién después del

tiempo de incubacidn. Concentracion de 1-feniletanol (mM), encontrada en el medio de
reaccion, al final del tiempo de incubacion.

En la Tabla 12 se presenta un resumen del desempeno de la lipasa BplAr en las
diferentes reacciones estudiadas, y se hace un comparativo con el desempefio de
la lipasa CalB. Se considera en todos los casos el consumo de 1-feniletanol por

CalB como el 100 %.
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TABLA 12. Resumen del desempeio de BplAr en relaciéon a CalB en las
reacciones estudiadas

Reaccion BplA CalB Relacion (%)
(% de transformacion) (% de transformacion)
Acido caproico + 1-feniletanol 70.37 77.77 90.47
Acido laurico + 1-feniletanol 21.49 77.87 27.59
Vinil estearato + 1-feniletanol 19.09 26.82 7117

Aun cuando en todos los casos la actividad de CalB fue mayor, considerando que
se trata de la enzima lipolitica por excelencia, podemos considerar un buen
desempeno de BplAr con respecto a la misma, sobretodo al hablar de la reaccion
de sintesis con acido caproico y la alcoholisis con vinil estearato.

Esto podria parecer un resultado desalentador, pero existen muchas otras
cuestiones que vale la pena analizar antes de decidir sobre el uso de un
catalizador u otro. Por ejemplo, la estabilidad, el reuso, la enantioselectividad, la
regioselectividad, la quimioselectividad, etc. BplA ha sido utilizada exitosamente
para la desacetilacion de compuestos de interés biotecnologico que CalB no pudo

hidrolizar, como la amirina y la epicatequina [Ruiz, 2007].

Es importante mencionar que en los ultimos afos, una cantidad enorme de
reacciones catalizadas por lipasas en medios no convencionales ha sido publicada
por cientificos alrededor del mundo (esterificaciones, hidrdlisis y alcoholisis).
Durante este tiempo, se han propuesto diferentes sistemas de reaccion, utilizando
sistemas monofasicos y bifasicos [Renddon y col., 2001]. Los problemas

mayoritarios para este tipo de reacciones son el bajo equilibrio en la conversion de
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triglicéridos y la baja selectividad del proceso para un grado especifico de

esterificacidon, ya que generalmente estos productos son mezclas complejas de

mono, di y triglicéridos. Para aumentar la sintesis selectiva se han utilizado
multiples métodos, entre ellos, la ingenieria de disolventes. En numerosos
articulos se ha sefalado que la polaridad del disolvente es uno de los factores
mas importantes en la selectividad de las reacciones catalizadas por lipasas y se
ha observado que la polaridad del disolvente tiene una gran influencia en las
reacciones cataliticas. Las estrategias de la ingenieria de disolventes se basan en
realizar mezclas binarias de disolventes utilizados, en reacciones catalizadas por
lipasas, y en medir cuantitativamente la formacion de los productos en cada una
de ellas. De esta forma es posible determinar la mezcla de disolventes organicos
mas conveniente para la reaccion. Estas estrategias se pueden utilizar para
definir, en las reacciones estudiadas en este trabajo, la mezcla de disolventes

ideal para lograr mejores eficiencias de reaccion.
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Capitulo 6. Conclusiones y perspectivas

6.1 Conclusiones

- Se sintetiz6 el material mesoporoso SBA-15.

- Se expreso y purificd BplAr con un rendimiento de 69.77%.

- Se inmovilizé a la enzima recombinante en el material mesoporoso SBA-15 con
un rendimiento de 58.31%.

- La estabilidad de la enzima inmovilizada es relativamente alta. Sin embargo, es
posible explorar otras condiciones ya que a lo largo de un periodo de 14 meses de
almacenamiento a 4°C y Ay de 0.15 catalizador, perdio el 53% de su actividad
inicial.

- La enzima inmovilizada en SBA-15 es capaz de realizar reacciones de sintesis
de ésteres en medios organicos, asi como alcoholisis tipicas de las lipasas.

- La enzima inmovilizada en SBA-15 es capaz de utilizar alcoholes secundarios
para realizar reacciones de alcoholisis.

- La mayor eficiencia de reaccién de la BplAr inmovilizada en SBA-15 se presentd
en la sintesis del éster el acido de cadena mas corta (caproico), lo que confirma la
preferencia por este tipo de acidos de las lipasas de esta familia.

-La reaccion de alcoholisis en medio organico se logré con una menor eficiencia

por parte de ambas enzimas.
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6.2 Perspectivas

- Estudiar la enantioselectividad de BplAr inmovilizada en SBA-15, mediante
cromatografia en fase quiral.

- Estudiar la promiscuidad catalitica de esta lipasa en medio organico frente a
carbonatos organicos, tioésteres y amidas.

- Explorar mezclas de disolventes que permitan el incremento del rendimiento de
las reacciones. Igualmente es importante probar con disolventes del tipo de los

liquidos i6nicos para evaluar el potencial de dicha enzima en éstos.
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