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0. RESUMEN

En esta memoria se presentan |os resultados obtenidos en € estudio de la aplicacion de
las lipasas producidas por Candida rugosa mediante fermentacién en la resolucion de
compuestos quirales de interés farmacéutico por medio de reacciones de esterificacion en

medio organico.

En e presente trabajo se ha iniciado la separacién de lipasas producidas por
fermentacion de Candida rugosa creciendo sobre &cido oleico en un proceso fed-batch a
escala planta piloto, consiguiéndose una lipasa claramente superior en términos de actividad
lipolitica a los preparados comerciales proporcionados por Sigma y Amano. La recuperacion
de un preparado sblido conteniendo estas lipasas (denominado lipasa UAB) se reaiz6 por
métodos sencillos y facilmente escalables como centrifugacion, filtracion, ultrafiltracion y
liofilizacién, que originaron recuperaciones de actividad superiores d 90 %. Al mismo

tiempo, se presenta una evaluacion econdmica preliminar del proceso.

Se ha conseguido la caracterizacién de las proteinas presentes en e preparado solido
final, describiéndose la presencia de dos isoenzimas correspondientes a dos genes de lipasa de
Candida rugosa. También se ha descrito la presencia de a menos dos proteinas de naturaleza
edterasica, que se han conseguido purificar mediante la implementacion de un sistema de
purificacion por cromatografia hidrofébica y de intercambio iénico utilizando |a tecnologia
FPLC.

Se ha comprobado la potencialidad del uso de la lipasa UAB en reacciones de sintesis
con substratos de naturaleza no quiral, originando resultados similares a los de las lipasas

comerciales de Candida rugosa de Sigmay Amano.

Se ha estudiado la inmovilizacion de la lipasa UAB sobre distintos soportes. celita,
poliamida, duolite, toyopearl y EP100, resultando e mejor soporte e EP100, con e que se
obtiene un biocatalizador de actividad comparable a producto Lipozyme® IM20 de Novo
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Nordisk (que corresponde a lipasa de Mucor miehei inmovilizada sobre duolite) en reacciones

de sintesisno quiral.

Se ha estudiado la utilizacion de la lipasa UAB inmovilizada sobre EP100 en la
resolucion de substratos de naturaleza quiral de interés farmacéutico (antiinflamatorios no
esteroidales) como e &cido 2-fenil propidnico y € ibuprofeno mediante esterificacion con
butanol en isooctano. En ambos casos la lipasa UAB originG resultados superiores en
enantioselectividad pero inferiores en velocidad de sintesis cuando se comparé a Lipozyme
IM20. También se ha estudiado la resolucién de trans-2-fenil-ciclohexanol (intermediario
para la produccion de otros compuestos quirales) con acido propionico en isooctano, en cuyo

caso s0lo con lalipasaUAB se obtuvo unaresolucion satisfactoria.

Se ha desarrollado un sSsema en continuo para la resolucion atamente
enantioselectiva de ibuprofeno | utilizando Lipozyme IM20. La determinacion de las
condiciones éptimas de reaccion se realizd mediante un disefio de experimentos factorial. El
sistema en continuo propuesto consiste en un reactor de lecho fijo con flujo pistén que mostréd
un funcionamiento 6ptimo durante 100 horas de operacion. Mediante técnicas de distribucion
de tiempo de residencia se estudié & comportamiento hidrodinamico dd reactor demostrando

estar préximo aun flujo piston ideal.

El sistema en continuo también se utilizO con éxito en la resolucion altamente
enantioselectiva de frams-2-fenil-ciclohexanol utilizando lipasa UAB inmovilizada sobre
EP100. La determinacion de las condiciones Optimas de reaccion se reaizd de nuevo

mediante un disefio de experimentos factorial.
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1. INTRODUCCION

1.1. El pape de las lipasas en la Biotecnologia

1.1.1. Enzimas. Definicién de lipasas. actividad lipoliticav esterésica

Una de las aplicaciones mas comunes de la Biotecnologia es la produccion y
utilizacion de enzimas. Las enzimas son substancias de naturaleza proteica y como
biocatalizadores presentan grandes ventajas sobre los catalizadores quimicos mas comunes
como son su mayor especificidad y selectividad, principalmente debido a hecho de que son
catalizadores Opticamente selectivos, ademas de trabajar en condiciones de reaccidn cercanas
a las que se encuentran en medios fisioldgicos, a contrario de la mayoria de reacciones
quimicas convencionaes. Este hecho implica, ademas, la ausencia de productos secundarios
con laconsiguiente simplificacion, apriori, de las etapas de separacion y purificacion.

Por e contrario, las enzimas presentan una serie de inconvenientes como son su
elevado coste y su poca estabilidad en medios y condiciones alejadas de las fisiol6gicamente
habituales, en particular, es marcada la dependencia de la actividad de una enzima con
factores ambientales como temperatura, presion o pH y operacionales como agitacion,
aireacion, etc. Por otro lado, la presencia de inhibiciones que modifican la actividad
enzimatica, obliga atrabajar habitualmente a concentraciones de substratos y productos bajas,
lo que muchas veces provoca un encarecimiento de la etapa de purificacion del producto de

interés.

Las lipasas (triacilglicerol éster hidrolasas: EC. 3.1.1.3) pertenecen a un grupo de
enzimas hidroliticos cuya funcion biolégica es catalizar la hidrdlisis de triglicéridos para
obtener como productos finales écidos grasos libres y glicerol o productos intermedios como
mono o diglicéridos. En la figura 1.1 se puede observar cua seria la reaccion natural de las

lipasas en medio acuoso.
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Fig. 1.1.: Acciontipicade laslipasas hidrolizando un triglicérido.

En la naturdeza, las lipasas actlan en la interfase organico-acuosa, y su modelo
cinético normamente no se gjusta a cinéticas dd tipo MichaglisMenten siendo generamente
mucho mas complgo (Verger et al, 1990). De hecho, la caracterigtica claramente
diferenciada de las lipasas con respecto a otros enzimas que también pueden hidrolizar esteres
como las ederasas es la necesidad de una interfase organico-acuosa para redizar dicha

funcion catalitica

Los substratos propios de las lipasas son esteres insolubles y cuando la enzima actia
en eda interfase organico-acuosa se habla de actividad lipolitica y su cinética no puede ser
descrita por € modelo clasico de MichaelissMenten. En e caso de la actividad lipolitica
normal mente se produce un fendbmeno de adsorcion inicial sobre lafase organica, a que sgue
la reaccion propiamente dicha sobre la interfase, con la formacién de complejo enzima-
substrato y posterior liberacion de los productos ala fase acuosa con la posterior regeneracion
de laenzima (Jeeger et al., 1994).

En e caso de la actividad esterasica la situacion es completamente diferente puesto
gue las esterasas catalizan hidrdlisis de esteres solubles, trabajando sin interfase y pudiendo
describirse su cinética mediante modelos de Michaelis-Menten. En este punto, es necesario
sefidlar que lamayoria de lipasas son también esterasas, sin embargo, no ocurre lo mismo con
las esterasas, que no suelen catalizar reacciones con substratos insolubles, precisamente por la
necesidad detrabajar en lainterfase.
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1.1.2. Fuentes de obtencion de lipasas. Especificidad

Si bien la primera fuente de obtencion de las lipasas fue a partir de pancreas de
mamiferos (cerdos generalmente) en la actualidad se obtienen via fermentativa a partir de una
amplia variedad de microorganismos entre los que se encuentran bacterias (Jaeger et al,
1994), levaduras y hongos (Rapp y Backhaus, 1992). En particular, las lipasas producidas por
bacterias, como las producidas por las especies Pseudomonas, |as producidas por hongos que
pertenecen a las especies Penicillium, Rhizopus, Rhizomucor, Geotrichum y las de levaduras

como distintas especies de Candida son las més destacadas en cuanto a produccion industrial.

La produccion de lipasas a partir de cada uno de |os microorganismos depende en gran
medida de factores ambientales, como temperatura o pH, composicion del medio de
fermentacion: fuentes de carbono, nitrdgeno, concentracion de sales inorganicas, asi como
porcentaje de oxigeno disuelto, pudiendo estos factores alterar la estructura de laenzimay la
relacion lipasa extracelular/intracelular. Las condiciones habitualmente utilizadas son:
temperatura alrededor de los 30°C, pH en zona neutray condiciones aerobias. Como fuente de
carbono se suele utilizar una fuente mixta compuesta por un gltcido y un lipido, actuando este
altimo como inductor para la produccion de lipasas. Como fuente de nitrégeno se suele

utilizar urea 0 saes inorganicas de amonio.

En & Departament d'Enginyeria Quimica de la Universitat Autonoma de Barcelona se
han estudiado los diversos féctores gue afectan a la fermentacion de Candida rugosa parala
produccién de lipasas. Se estudiaron fuentes de carbono mixtas (Valero et al., 1991)

“destacando un crecimiento éptimo en aceite de oliva y constatandose e efecto inhibitorio de
laglucosa sobre la produccion de lipasas. Posteriormente se estudio €l efecto de introducir los
componentes del aceite de oliva, glicerol y &cido oleico, por separado (Del Rio et al,, 1990)
observandose que se producia un crecimiento diauxico en € cual primero se consumia €
glicerol y después el acido oleico, en cuya fase se producia la producciéon de la enzima.
Finalmente se €igio e é&cido oleico como substrato de entre los distintos acidos grasos
probados (Obradors et al., 1993). Actualmente se trabaja con é&cido oleico como Unica fuente
de carbono y se ha desarrollado un modelo matematico estructural para describir €

crecimiento de Candida rugosa y la produccion de lipasas (Montesinos et al, 1995).
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Recientemente se ha constatado e efecto que sobre la produccion de lipasas tiene € tamario
de lagota de &cido oleico (Dalmau et al., 1998)y su importancia como criterio de escalado en

operaciones de produccion de lipasas a escala piloto.

Por otro lado, la especificidad de las lipasas estd directamente relacionada con €
microorganismo productor de las mismas. De acuerdo con esto, existen lipasas no
especificas, es decir, aquéllas que hidrolizan € triglicérido en cualquiera de sus posiciones,
obteniéndose como productos intermedios (1,2)(2,3)(1,3) diglicéridos y monoglicéridos. A
este grupo pertenece la lipasa de Candida rugosa y la de Candida curvata (Rose y Harrison,
1989). Por lo que se refiere alipasas especificas, dicha especificidad puede ser de dos tipos:

1) Posiciona: cuando se hidrolizan preferentemente ciertas posiciones del triglicérido,
normalmente las posiciones 1 y 3 que son las mas accesibles, por gemplo, pertenecen a
edte tipo las lipasas producidas por Yarrowia lipolytica, Candida deformans, Aspergillus
niger, Rhizopus arrhizus, Rhizopusjaponicus Y Rhizopus delemar (Macrae, 1983; Macrae
y Hammond, 1985;Rose y Harrison, 1989).

2) De &cido graso: cuando se cataliza la hidrdlisis de un determinado tipo de &cido graso
particular de un triglicérido. Ejemplos de este tipo son las lipasas de Penicillium
cyclopium, Aspergillus niger, Rhizopus delemar, y Geotrichum candidum (Borgstrom y
Brockman, 1984; Sidebottom ef al., 1991).

.1.1.3. Reacciones catalizadas por lipasas

El interés de agunos tipos de lipasa es consecuencia de su accion especifica sobre
unos enlaces quimicos determinados. Esto permite una amplia serie de aplicaciones como la
resoluciéon de compuestos quirales y la obtencion, con un alto rendimiento, de &cidos grasos
de elevada pureza a partir de aceites y grasas. En general, las lipasas también catalizan otras
reacciones no necesariamente lipoliticas, 1o que hace que esta enzima tenga una amplia

utilizacion en reacciones muy diversas.

Otras aplicaciones muy interesantes vienen dadas por |a capacidad de estos enzimas de
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catalizar la reaccion inversa lo que permite la sintesis de esteres, |a transesterificacion y la
interesterificacion (Jaeger et al., 1994). En estos Ultimos casos citados la concentracion del
agua en el medio seraun parametro clave para desplazar € equilibrio haciala sintesis de los
productos de interés, siendo muy comunes los sistemas de eliminacion continua del agua
formada durante la reaccion (Kwon et al, 1995).

La transesterificacién se define como una reaccion de sintesis en la cud € acll
donador es un éter, y se distinguen dos tipos de transesterificaciones, glicerdlisis y
aléohélisis, segln sea e glicerol o un acohol € acil receptor. En la figura 1.2 se puede
observar el mecanismo de latransesterificacion.

. . Lipasa i .
Alcohdlisis RCOR, *  ROH = RyCOR, ROH
P
— OH — OCR,
o I . ] Lipasa .
Glicerdlisis R,COR, — 0H =—= OH R,0H
—OH —OH

Fig. 1.2.: Tipos de transesterificaciones con lipasas.

Por otro lado, la interesterificacion es un proceso Util para cambiar la composicion de
&cidos grasos en un enlace éster, en € cud e grupo acil se intercambia entre un éster y un

&cido grasd (aciddlisis) o entre dos esteres como se presenta en la figura 1.3.

i? Lipasa 1% . P
R,COH === RCOH R,COR,
Acidolisis

i
R,COR, ~

P Lipasa R

RyCOR, R,COR, R,COR,

Fig. 1.3.: Tipos de intersesterificaciones con lipasas.
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1.1.4. Aplicaciones biotecnol 6gicas de las lipasas

Las aplicaciones biotecnoldgicas clésicas con interés industria de las lipasas estén

intimamente ligadas a los distintos tipos de reacciones que son capaces de llevar a cabo, asi
pues, setienen distintas posibilidades:

a) Reaccionesdehidrdlisis:

Hidrdlisis de aceites vegetaes en laindustria ol eoquimica (Piazza, 1991).
Produccion de aromas y sabores para la industria alimentaria,

Inclusién en detergentes para la eliminacion de manchas de grasss.
Findidades andliticas para la determinacion de la estructura de triglicéridos.

Resolucion de mezclas quirdes (Ushio et al., 1992).

b) Reacciones de sintesis:

Sintesis de triglicéridos (Ergan 'y Trani, 1991).

Sintesis de precursores de péptidos (Matos et al, 1987).

Produccién de esteroides para la industria farmacéutica.

Resolucidn de mezclas racémicas de alcoholes en la industria farmacéutica (Hedstrom et
al, 1993).

Sintesis de acoholes terpénicos como saborizantes (Nishio et al, 1987).

Sintesis de esteres glucidicos parala industria cosmética (Seino et al, 1984).

c) Reacciones de interesterificacion:

Variacion de la composicion de acidos grasos en mezclas de triglicéridos (Wisdom et al,
1987).

Eliminacién de &cidos grasos responsables de causar la inestabilidad en € sabor de ciertos
acates y mantequillas (Kaimal y Saroja, 1988).

d) Reacciones de transesterificacion:

Preparacion de compuestos enantioméricamente puros (Santaniello et al, 1993).
Transesterificaciones enantiosdlectivas dobles (Theil y Bjorkling, 1993).




Introduccion 9

Actuamente, el estudio de las lipasas se encamina a una serie de aplicaciones de
quimica fina de interés fundamentalmente farmacéutico, basicamente en e campo de la
resolucion de compuestos quirales. Las normativas de legisacion en las que se tiende a exigir
productos Opticamente puros en lugar de mezclas racémicas estan provocando un gran
esfuerzo de investigacion en e campo de las lipasas como biocatalizadores
enantioméricamente activos. Algunos de los trabajos en los que se esta haciendo particular

hincapié son:

- Preparacion de cicloalcanoles enantioméricamente puros como intermediarios de
reacciones de interés farmacoldgico (Taylor et al., 1997).

- Sintesis enantioselectiva de a-Amine-B-hidroxi acidos como productos para elucidar
estructurastridimensional es de proteinasy péptidos (Sutherland y Willis, 1997).

- Preparacion de andlogos de hormonas enantioméricamente puros (Nishizawa et al,
1997).

- Preparacion de enantidmeros puros del é&cido 2-aril-propiénico, como ibuprofeno,
naproxeno, ketoprofeno, etc. de utilidad farmacoldgica como antiinflamatorios (Botta et
al, 1997; Chang y Tsai, 1997).

- Sintesis altamente diestereoselectiva de p-Lactonas como intermediarios para la
produccion de compuestos quirales (Yang et al., 1997).

- Producciéon de agentes antipsicoticos como derivados de butirofenonas
enantioméricamnete puros (Gil et al, 1997).

- Sintesis de piranonas Opticamente puras, Utiles en ciertas reacciones quirales como
adiciones ciclicas (Van den Heuvel et al, 1997).

- Resolucién ci hética de alcoholes secundarios (Legros et al, 1997; Ljubovic and Sunjic,
1997).

- Preparacion de quinonas diterpenoides Gtiles en € tratamiento de la artritis (Y amamura et
al, 1997).

- Produccion de biosurfactantes como écido araquidonico de aplicacion en laindustria de
la alimentacion, cosméticay farmacéutica (Ward et al, 1997).

- Preparacion de etanolamiha's Opticamente activas de interés fisiologico en medicina
(Furutani et al., 1997). |



I ntroduccién

Bioconversion detriglicéridos con écidos grasos poliinsaturados a hidr oper éxidos de dta
reactividad en laindustria aimentaria (Gargouri y Legoy, 1997).

Sintesis de productos antitumor ales como acetomicina (Kindermany Feringa, 1998).
Sintesis de amidas quirales a partir de mezclas racémicas de ederes de amidas (De Castro
y Gago, 1998).

Sintesis de antioxidantes derivados de la vitamina E (benzofuraniles) para e tratamiento
de ciertasenfermedades (Ayerset al., 1997).

Transesterificacion de 1,3-propanodioles para la construccion de 3-acetoxipropanoles
usados en lasintesis de alcaloides (Fadel y Arzel, 1997).

Sintesis de compuestos fluor oorganicos de interés en medicina y biologia en sintesis de
biomoléculas (Goj et al., 1997).

Preparacion de cianocicloacanoles para la posterior produccion de 1,3-heterociclos
(Forro et al, 1997).

Construccion de biosensores, por ejemplo, para la determinacion de acidos grasos en
alimentos (Schoemaker et al, 1997).

Produccion de peroxi acidos importantes en sintesis organica y en la industria quimica
(Klaas y Warwel, 1997).

Resolucion de antibidticos como nitroimidazoles (Skupin et al, 1997).
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1.2. Precedentes en laproduccion lipasas

Hace aproximadamente 12 afios que en & Departament d'Enginyeria Quimica de la
Universitat Autonoma de Barcelona se comenzd una nueva linea de investigacion con € titulo
general de monitorizacién y control de biorreactores. Uno de los procesos escogidos para la

monitorizacién y el control del mismo fue la produccion de lipasas por Candida rugosa.

A lo largo de edtos afios se han realizado avances importantes en la produccion de la
enzima, siempre trabajando con la cepa de coleccion sin aterarla genéticamente, a base de
optimizar las condiciones ambientales del medio de fermentacion (fuenfes de carbono y
nitrégeno, condiciones de aireacion) y utilizando diferentes estrategias de operacion. Todo
estetrabajo ha permitido €l aumento de la produccion de la enzima en un factor entre 50y 75
veces. La monitorizacién practicamente completa de la fermentacién, consiste en €
seguimiento en linea de la actividad enziméticay las velocidades de consumo de oxigeno
(OUR) y de produccion de CO; (CER) mediante espectrometria de masas. A partir de esta
tltima medida y mediante la utilizaciéon de "software sensors' se han estimado otros
pardmetros clave de la fermentacion como la biomasa, velocidad especifica de crecimiento y

substrato consumido (Montesinos et al., 1993a; Montesinos et al., 1994).

Todaestainformacién obtenida através de experimentos en discontinuo y continuo ha
desembocado en la elaboracion de un modelo matemético estructurado que describe
correctamente e proceso (Montesinos et al, 1995) y que ha permitido, mediante
simulaciones, establecer diferentes estrategias de operacion en fed-batch (caudal de adicion
congtante, velocidad especifica de crecimiento constante, relacion substrato/biomasa
constante) como las maés rentables desde el punto de vista de productividad, expectativas que
han sido comprobadas experimentalmente (Gordillo et al., 1998). Informacion exhaustiva del
desarrollo de estos sistemas se encuentra en los trabgjos de Vaero (1990), Del Rio (1991),
Montesinos (1993b), Gordillo (1996) y Sanz (1998).

Es en este punto, en € que se tiene un gran conocimiento del sistema y una gran
monitorizacion del mismo, en el que se plantea la recuperacion de la enzima de nuestros

propios caldosde cultivosy su utilizacion enreacciones de quimica fina,
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1.3. Métodos de purificacion v caracterizacion de proteinas

.1.3.1. Mé&odos de concentracion de proteina

Normamente, la concentracion de proteina resultante al final de una fermentacion es
del orden de unos pocos gramos por litro, pudiendo llegar a ser del orden de miligramos por
litro. Edto impulsa a la investigacion de métodos de concentracion de la proteina a partir del
caldo de cultivo, ademés de perseguir la eliminacién de ciertos componentes como son la
biomasa (para proteinas extracelulares, como es € caso de la lipasa de Candida rugosa) y la
reduccién de la elevada concentracion de sales inorganicas que suelen tener los medios de

fermentacion.

Un proceso tipo para la obtencion de un producto obtenido por via biotecnolégica

suele constar de las siguientes etapas (Belter et al., 1988):

1. Eliminacion de insolubles: basicamente filtracion y centrifugacion como operaciones
unitarias, producen poca concentracion'y mejorade lacalidad del producto.

2. Aidamiento de productos etapa en la que se eliminan materiales de propiedades muy
distintas a producto de interés, y donde suele ocurrir una apreciable concentracion y
mejoradelacalidad del producto.

3. Purificacién: donde mediante técnicas dtamente sdectivas se separa € producto de
interés de productos de caracteristicas fisico-quimicas similares.

4. Cristalizacion: etapafinal paralaobtencion de un sélido de altapureza.
En casos redles, como operaciones de separacion de la biomasa se pueden destacar:

1. Centrifugacion: operacion unitaria solido-liquido en la que un sdlido y un liquido se
separan por diferencias de densidad a aplicarles unafuerza centrifuga. La separacion del
solido y @ liquido puede ser tipo sedimentacion a campo centrifugo o tipo filtracidn con

filtros centrifugos.
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2. Filtracion: operacion basica en la que se separan solidos en suspension en un liquido
haciendo pasar la mezcla por un poro que es capaz de retener @ solido.
3. Decantacion: con € mismo principio que la centrifugacion pero los solidos son

separados por diferencia de densidad con respecto al liquido sometidos Unicamente ala
accion de lafuerza de la gravedad.

Unavez se dispone de una corriente libre de biomasa, se impone latarea de reducir de
forma considerable € volumen del caldo y concentrar, por tanto, el producto de interés. En
eda fase, se requerira también una disminucion de la concentracion de las sdes u otros

complementos del medio. En este campo, existen diversas operaciones de uso muy general
(Deutscher, 1988):

1. Didliss usada parala eliminacion de componentes de bajo peso molecular, norma mente
sales inorganicas, se basa en las propiedades de una membrana semipermeable que
permite € paso a moléculas de un determinado corte molecular, siendo € transporte
consecuencia de unadiferenciade concentracion a ambos lados de la membrana.

2. Ultrafiltracién: también basada en €l uso de unamembrana semipermeable con un rango
definido de corte molecular, aunque a diferencia de la didlisis implica el uso de fuerza
pérafavorecer el paso del liquido através de lamembrana, ya seacon presion, vacio o por
fuerza gravitacional. Es una técnica versatil cuyo uso es aplicable desde escada de
laboratorio a industrial. Las membranas de ultrafiltracién deben ser estructuras solidas,
rigidas y estables a la presion de trabajo y ademés tener e corte apropiado para la
concentracion de la proteina de interés, es decir, o méas cercano posible a peso de la
proteina pero asegurando la completa recuperacion. Una tendencia conocida de las

:membranas de ultrafiltracion es su capacidad de adsorber proteina en la superficie,
especialmente las de celulosa, siendo recomendable el uso de membranas de polisulfona

~cuya afinidad quimica por las proteinas es mucho menor. Otro efecto conocido en la
ultrafiltracion es ladisminucion del flujo a través de lamembrana con € paso del tiempo,
fenémeno causado por la polarizacion de la membrana y que normamente implica el
lavado de las membranas con soluciones limpiadoras de carécter acalino, o tener
agitacion cerca de la membrana.
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3. Liofilizacién: se trata de la evaporacion por sublimacion de la solucién congelada
conteniendo la proteina de interés. El sistema se compone de un recipiente adecuado, una
trampa fria de condensacion y una bomba de vacio de devada capacidad. Normalmente,
se recomienda una rapida congdacion para favorecer la estabilidad de la proteing, ademés
de intentar aumentar la relacion superficie/volumen expuesto a vacio para aumentar la
velocidad de sublimacién. El gran inconveniente de esta técnica es que no implica ningdn
tipo de separacion excepto por lo que se refiere a compuestos volétiles, por lo que las saes
y otros componentes no voléatiles permaneceran en € sdlido y su concentracion aumentara

junto con la del producto de interés.

1.32. Méodos de precipitacion

Estos métodos suden ser un paso previo a un méodo especifico de separacion de la
proteina de interés, y con elos se suele conseguir la precipitaciéon no sdectiva de una
conjunto de proteinas. Las proteinas pueden ser precipitadas causando perturbaciones en €
disolvente que afecten a pH, alafuerzaionicay alatemperatura; normalmente debido a la

adiciéon de devadas concentraciones de ciertas saes o disolventes organicos miscibles.

En € caso de la adicion de alguna sd inorganica eso se asocia a que € cambio de
condiciones en € disolvente provoca cambios de conformacion en la proteina, basicamente la
estructura de puentes de hidrégeno, con lo que se produce una neutralizacion de las cargas
externas de la proteina por parte de la sal, originando asi su precipitacion. Normalmente, €
aumento en lafuerza idnica del medio provoca la agregacion de las proteinas. Ademas cada

s tendrd una fuerza idnica diferente, pudiéndose clasificar de modo cualitativo ciertos iones

tipicos.

Aniones: POs> > SO, > CH3;COO > CI'>Br >NOy > ClOs > " > SCN°
<4—— mayor efecto “salting-out”
Cationes: NH;" <Rb* <K' <Na” < Cs" < Li" < Mg?* <Ba?*
mayor efecto caotrépico —— »
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Aumentando e efecto de “salting-out” se favorecen las interacciones hidrofébicas, mientras

que € efecto caotrdpico las debilita.

La adicion de disolventes organicos suele producir cambios mas importantes, ya que
se produce una interaccion entre los grupos hidrofébicos del disolvente y los de la proteina
provocando un cambio en la capa de hidratacion de ésta pudiendo tener efectos mas

importantes sobre la actividad bioldgica de |a proteina.

Como agentes precipitantes mas importantes se pueden destacar:

1) Salesinorganicas.

- Cloruros: de sodio, potasioy calcio.
- Fosfatos. de sodio y potasio.

- Sulfatos: de magnesio y amonio.

Entre dlos, € sulfato aménico es, sin duda, €l agente precipitante de proteinas més utilizado
(Jemnejc y Legisa, 1996; Schaefer et al., 1997) puesto que tiene una serie de caracteristicas

que lo convierten en optimo:

- Su€devada solubilidad implicala precipitacién de lamayoria de proteinas.
- Subagjo calor de disolucion, que no implica cambios en latemperatura.
- Su baja densidad a elevada concentracion, lo cua no interfiere en la posterior

centrifugacion.

De hecho, incluso se han desarrollado diversas técnicas de precipitacion fraccionada con

sulfato amonico variando la concentracion de éste (Knepper et al., 1998).

2) Disolventes organicos.

- Etanol (Adhirai y Selvam, 1998)
-  Metanol (Kimetal., 1997)
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- Acetona (Minagawa et al., 1997)
- Acetonitrilo (Ducharmey Farinotti, 1997)

El tratamiento con disolventes organicos debe redlizarse con extremo cuidado en las
operaciones de precipitacion de proteina para obtener buenos rendimientos (Rua et al., 1993)

Por giemplo, en € caso del etanol, serequiere:

- Temperatura siempre por debajo de los 0°C.

- Agitacion adecuada durante la adicion del etanol.

- Etanol previamente enfriado a bajatemperatura.

- Bafio frio para absorber la transferencia de caor.

- Adicidénlentadd etanol paradisminuir efectos de alta concentracion local de etanol.

- Periodos de equilibracion tras cada adicion de etanol manteniendo latemperatura.

1.3.3. Cromatografia

La cromatografia es una técnica ampliamente desarrollada en la separacion de
proteinas y normalmente se usa para separar la proteina de interés del resto de proteinas o de
otras substancias que interaccionen fuertemente con la proteina como pueden ser

polisacaridos u otras macromol écul as.

La cromatografia no debe de ser considerada una operacion basica de separacion sSno
un conjunto de técnicas basadas en di stintos principios que permiten aislar 0 separar proteinas
de otras moléculas de parecidas caracteristicas. De acuerdo con esto, existiran diferentes
cromatografias aplicables a la purificacion de proteinas. La aplicacion de la cromatografia
para proteinas implica nhormalmente la utilizacion de instrumentacion tipo FPLC ("Fast
Protein Liquid Chromatography””) o HPLC ("High Performance Liquid Chromatography™), de

carécter normalmente analitico, aungque ambos sistemas pueden ser desarrollados a escaa

preparativa.
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1.3.3.1. Cromatografia de intercambio i6nico

El fundamento de la separacion es el punto isoeléctrico (pI) de la proteina e implica
dos pasos sucesivos, la union de la proteina a una serie de cargas fijas, y la posterior €lucion
de la proteina de dichas cargas por adicién de una solucion que vuelve a desplazar la proteina.
La fase sdlida suele incluir rellenos de celulosa, dextranos, agarosa y poliestireno, mientras
que grupos funcionales tipicos son DEAE (dietilaminoetil), CM (carboximetil) y PEI
(polietilenimina). Los eluyentes pueden ser muy variados, pero normalmente se trata de sdes
tamponadas a un pH que estabilice la proteina, pudiéndose establecer gradientes de
concentracion del eluyente para favorecer la separacion de las distintas proteinas (tecnologia
FPLC).

Los rellenos de columna utilizados pueden ser de intercambio aménico (relleno con
carga positiva) o cationico (relleno con carga negativa) y la eleccién de un relleno sera
funcién del valor de los puntos isoeléctricos de las proteinas que contenga la mezcla. En
concreto, para proteinas que se hallen a un pH superior a su pl, la carga sera negativa, con lo
gue tendrén que utilizarse rellenos de intercambio aniodnico, y a contrario para pH inferiores

al pL.

Esta técnica estd ampliamente desarrollada para la separacion de un gran rango de
proteinasy es de carécter genera (Brecciaet al., 1998; Alfonzo et al., 1997; Ca et al, 1998),
de hecho, se ha aplicado con éxito en & campo de las lipasas (Shaw y Chang, 1989; Rua et
al, 1993; Linko y Wu, 1996).

1.3.3.2. Cromatografia de filtracion en gel

El fundamento de esta cromatografia es el tamafio relativo de las proteinas, pero a
contrario de la cromatografia de intercambio iénico, ninguna de las proteinas es retenida en €
gel de filtracion de la columna. Como soporte de la columna cromatografica se usa un lecho
poroso, con un volumen interno y uno externo. Las moléculas grandes no penetran en €

volumen interno y eluyen rapidamente, mientras que las pequefias son capaces de pasar a
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volumeninternoy eluyen maslentamente. Este comportamiento seilustraenlafigural.4.

+ Peso Molecular -

Prcteina

JUN L
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Tiempo

o

Fig. 1.4: Sdidatipica de una columna de filtracion en gel.

De nuevo, laeleccion del gel autilizar dependeradel tamario delas proteinas que se
quieran separar. Unabuenaindicacion del tamaio molecular ladael peso molecular, aunque
en ocasones no sea directamente proporcional d tamafio ya que éste depende de otros
factores como conformacion tridimensional, estado de agregacion, asociacion con otras
macromoléculas, eic. Sin embargo, y como orientacion, € valor del peso molecular es € que
Se necesta a la hora de degir un relleno, por gemplo, la empresa Pharmacia Biotech tiene
rangos de trabajo que van desde péptidos a proteinas de 8000 kDa, como se observa en la
tabla1.1.

La determinacion del peso molecular es, por otro lado, poco compleja mediante
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técnicas de electroforesis, con lo cua sera un primer paso imprescindible antes de elegir eta

cromatografia como posible método de separacion.

Relleno Rango de separacion (kDa)
Superdex® Peptide 0.1-7
Superdex® 30 <10
Superdex® 75 370
Superdex® 200 10-600
Super0se® 6 5-5000
Superdose® 12 1-300
Sephacryl® S-100 1-100
Sephacryl® S-400 20-8000

Tabla 1.1.: Rangos de separacion para algunos de los rellenos de Pharmacia Biotech.

Los materiales mas habituales en los que se construyen estos geles suelen ser
atamente porosos, destacando matrices de agarosa, dextranos o acrilamida con distintas
posibilidades por 1o que se refiere arecuperacion, especificidad y estabilidad.

Esta técnica es de amplia utilizacion en la separacion de muchas proteinas que
provienen de caldos de cultivo tanto anivel de caracterizacion (Magnuson y Crawford, 1997,
Andersson et al, 1998) como a escala industrial, donde ha sido una de las técnicas
cromatogréflcas més empleadas en la separacion de proteinas (Scandella 'y Pettersson, 1991,
Kittelberger et al., 1998).

1.3.3.3. Cromatografia hidrofébica

Como su nombre indica, esta técnica se basa en las interacciones de los grupos
hidrofébicos de la proteina con un soporte de naturaleza también hidrofobica. En este caso, la
forma de operar es la opuesta a caso de la cromatografia de intercambio idnico. La columna
se carga con la proteina disuelta en una disolucion de fuerzaiénica elevada, favoreciendo asi
su interaccion con el soporte hidrofdbico. Posteriormente, la fuerzaidnica se va disminuyendo
de manera que las proteinas van eluyéndose en funcién de su hidrofobicidad creciente, como

silustraen la figura 1.5.
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Los materides utilizados para esta cromatografia suelen ser matrices de agarosa o
derivados con ligandos tipo isopropil, butil, octil o fenil que son los que unen a los grupos
hidrof 6bicos que contienen ciertos aminoécidos que componen las proteinas. Por 1o que se
refiere a eluyentes, los mas ampliamente usados son los basados en sdes de elevada fuerza

ionica, siendo & més habitual € sulfato amdnico en concentraciones superioresal M.

1~ - Hidrofobicidad de las proteinas +

PO TN OO A OE YUY SN, S ST S T

- Fuerza 10nioa

|

~—— Prgteina

I TR RN R

Fig. 1.5: Salidatipicadeunacolumnadeinteraccion hidrofobica.

S bien estatécnica serd lo aplicable a casos en que se tenga un conocimiento de que
la proteina de interés tenga un carécter hidrofébico, hay bastantes ejemplos de aplicacion de
esta cromatografia en distintas proteinas (Chen et al., 1997a; Scott et al., 1997), habiendo sido
aplicadatarhbién alaresolucion de lipasas (Ruay Ballesteros, 1994).
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1.3.3.4. Cromatografia de afinidad

Se trata de la cromatografia més selectiva ya que se produce una interaccion especifica
entre €l soporte cromatografico y la proteina de interés, siendo una técnica bioespecifica,
puesto que se produce un "reconocimiento” del soporte hacia algun punto de la proteina,
quedando asi ligada al soporte. Estatécnica ha sido muy desarrollada en los Ultimos afios y se
presenta como la herramienta mas poderosa para la purificacion de proteinas, habiendo
infinidad de trabajos de purificacion mediante € uso de estas cromatografias de afinidad
(Olczak et al, 1997, Deane et al., 1998).

Algunas de las cromatografias de afinidad mas habituales se detalan en la siguiente lista

1) Afinidad por ciertos grupos funcionales: como —-NH, -OH, -SH, -COOH, -CHO de
especia uso en la separacion de péptidos.

2) Afinidad por proteinas de fusién: donde los ligandos pueden ser niquel, IgG para
proteinas especificas que interaccionen con estos grupos.

3) Afinidad por anticuerpos monoclonales y policlonales: para la purificacion de
anticuerpos monoclonalesy policlonales IgG, donde los grupos utilizados son Proteina A
0 G nativa o recombinante.

4) Afinidad por glicoproteinas. basicamente para glicoproteinas que contienen a-D-
manosas y a.-D-glucosas donde se usan como ligandos Concavalina A y diversos tipos de
lectinas.

5) Afinidad por enzimas: € grupo méas amplio donde existen ligandos especificos para
ATPasas, desoxiribonucleasas, exonucleasas, lipasas, enzimas dependientes de NAD" y
NADP", fosfodiesterarsas, proteasas y endonucleasas entre otras.

6) Afinidad por otras proteinas. como abumina e interferon especificamente u otros
grupos de proteinas como lipoproteinas, proteinas de membrana, neurotransmisores,

factores de coagulacion, factores de crecimiento, €tc.

Esta técnica también se puede utilizar para |la separacion de otros tipos de macromoléculas

como ADN o células (cromatografia de afinidad celular).
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1.3.3.5. Cromatoenfoque

Basado en la carga superficial de la proteina, en este método se aplica un gradiente de
pH, de manera que la carga de las moléculas estd continuamente cambiando a medida que
varia el pH, provocando la elucién de las proteinas desde la resina a medida que alcanzan su
punto isoeléctrico, es decir, € pH que neutraliza su carga superficial. Este método suele ser
muy especifico pero presenta e problema de que se tiene que trabajar a un pH
correspondiente a pl de cada una de las proteinas que contiene a mezcla a tratar, y esto

puede af ectar mucho a proteinas que sean sensibles a variaciones importantes del pH.

Los rellenos utilizados son similares a caso de la cromatografia de intercambio
amonico. El proceso implica empezar con un pH elevado superior a pl de las proteinas de la
mezcla para posteriormente ir disminuyendo este pH y eluir las proteinas cuando se alcance
cada punto isoeléctrico. Este método es aplicable para mezclas de proteinas de caracteristicas

conocidas (Lee et al., 1997; Alfonzo ei al., 1997).

1.3.4. Electroforesis

La electroforesis se define como la migracion de macromoléculas cargadas bgjo la
influencia de un campo eléctrico, y suele emplearse casi siempre a escala de laboratorio con
fines analiticos o de caracterizacion. Normalmente, se usa una solucion de elevada fuerza
ionica para concentrar e inmovilizar las proteinas, y se aplica una diferencia de potencia al g
ge que contiene las proteinas que migraran en funcién de su carga o de su peso molecular S [

previamente han sido igualadas las cargas.

El método mas popular de electroforesis de una dimension es el conocido por SDS
PAGE ("Sodium dodécyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis”) usado para la
determinacién de pesos moleculares de macromoléculas como las proteinas, que una vez
dotadas de una carga equivaente, migran bajo la accion de un campo eléctrico sobre un gel en
funcidn de su tamafio molecular. Los pesos moleculares de las proteinas se determinan por

comparacion de sus movilidades con algunos marcadores de peso molecular conocido.

;
|
!
i
!
;
|
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Otro método utilizado frecuentemente es e denominado Isoelectroenfoque, en esta
técnica, cuando una proteina es introducida en un medio de pH variable bajo la influencia de
un campo eléctrico, se mueve hacia e polo opuesto a su carga, pero en su migracion a traves
del gradiente de pH, la proteina puede ganar o perder protones, de manera que su carga
disminuird y perderd movilidad, llegando hasta el punto en que € pH iguale su punto
isoeléctrico. Sus aplicaciones en € campo de la caracterizacion de proteinas en todas sus

variedades y posibilidades son muy numerosas (Deutscher, 1988; Riguetti, 1990).

1.3.5. Electroforesis capilar

La eectroforesis capilar (CE) se define como una técnica de ata resolucién para la
separacion de una amplia gama de moléculas de interés biol6gico como metabolitos,
aminoéacidos, acidos nucleicos, glucidos, proteinas y péptidos, aunque su mayor aplicacion
actualmente estd en el campo de andlisis de cationes y aniones (Fung y Lau, 1998a Fung et
al, 1998b).

Al igual que en € caso de la electroforesis en gdl, las separaciones en CE se basan en
la relacion carga-masa. La CE emplea columnas capilares de silice que pueden ser 0 no
derivatizadas por donde las proteinas se mueven en solucion. Esta técnica puede utilizarse a
modo de electroforesis en gel para determinar |os pesos moleculares de las proteinas o bien,
para conocer 1os puntos isoeléctricos de dichas proteinas. En este Gltimo caso, conocido como
isoelectroenfoque, la proteina se desplaza cuando se crea un gradiente de pH en la columna
hasta pararse en € punto en & que en pH es igual a pl. Tras edto, la muestra se moviliza
rompiendo €l gradiente de pH o hidrodinamicamente, obteniéndose picos parecidos a los

obtenidos mediante las técnicas cromatogréaficas tipo FPLC y HPLC.

En su forma mas simple, la separacion mediante CE se consigue pasando un voltaje
entre go§ recipientes Ilenos de algun tampdn gue estén unidos por un capilar también Ileno de
liquido (Fig. 1.6). Esto produce la generacion de lo que se conoce por flujo electroosmético,
gue permite a las moléculas de interés pasar de un extremo del capilar a otro. En € caso del
isoelecf;rgenfoque, la forma mas comun de operar es situar en cada extremo del capilar una

solucion de pH &cido y bésico respectivamente, aplicar potencial para crear un gradiente de
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pH alo largo del capilar que permita alas moléculas, en este caso proteinas, moverse hasta
acanzar € pH correspondiente a su punto isoeléctrico, en € que dgjaran de moverse. En este
punto, seigualad pH de cétodo y anodo situando & mismo compuesto (&cido o base) en cada
extremo de lacolumna, de maneraque serompe e gradiente de pH, y las proteinas sden de la
columna consecutivamente por su pl de acuerdo a como se hayan distribuido en la primera
fase (Coligan et al., 1995).

Los capilares utilizados tienen generalmente de 30 a 50 cm de largo con 50-75 um de
diametro interno, 1o que supone volimenes del orden de microlitros. Los capilares tienen un
grosor muy pequefio, 1o que permite una efectiva eliminacion del caor generado por los
voltges que normamente acanzan los 30 kV, necesarios para este tipo de separaciones. Los
capilares pueden estar vacios (normalmente en € caso del andisis de iones) pero para
proteinas se recomienda & uso de capilares rellenos de los cuales en @ mercado se encuentran

digtintostipos cuyas diferencias suelen ser de hidrofobicidad.

———
Capilar
7 Detector ——————X\
(+) Voltaje O;
Tampoén/muestra Tampon

Fig. 1.6.: Esquemade unaCE.
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Aungue la CE ha sido aplicada con éxito en la resolucion de algunas proteinas (Jin et
al, 1997; Park et al., 1997, Magnuson y Crawford, 1997; Xu et al., 1997), e hecho de que
esta técnica sea una de mas dificiles de optimizar para tener buenas separaciones en mezclas
complejas como las que provienen habitualmente de caldos de fermentacion, ha provocado
que no seatodavia un sistema de separacién coman en biotecnologia, aunque sin embargo, es

una herramienta Util en la determinacién cuantitativa rapida de la pureza de ciertas muestras.
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14. Lipasas de Candida rugosa

1.4.1. Estructurav mecanismo dereaccion

Una de las caracteristicas més importantes de las lipasas y que las diferencia de otras
enzimas es la propiedad que tienen de adsorberse sobre superficies hidrofobicas, provocando
normalmente un aumento de su actividad catalitica. Este hecho, conocido como activacion
interfacial se explica mediante la estructura tridimensional de la enzima. Los andisis por
difraccion de rayos X revelan la existencia de una estructura en hélice alfa que recubre €
centro activo de la enzima, y que se activa por desplazamiento de esta estructura en forma de
tapa, cuyo movimiento crea una estructura apolar exponiendo los grupos catdliticos de la
proteina, mientras que la superficie hidrofébica estabiliza el contacto entre la enzima y la
interfase lipidica (Brzozowski et al., 1991).

Recientemente, se ha determinado la estructura de una lipasa de Candida rugosa en
sus conformaciones cerradas y abierta (Fig. 1.7). La comparacion entre ambas estructuras
indica que la activacion requiere el movimiento y replegamiento de un solo bucle, de manera
que comporta la aparicion de una superficie hidrofébica arededor de centro activo que
permite lainteraccion con lainterfase lipidica. Este movimiento se asocia aunaisomerizacion
decisatransdel enlace peptidico del residuo prolina. Estaisomerizacion es un mecanismo de
cierre en una u otra conformacion, afectando ala velocidad de reorientacion de la proteina en
este movimiento de cierre y apertura (Grochulski et al., 1993; Grochulski et al, 1994).

Por lo que se refiere ala catdlisis en si, durante la reaccidn se forma un intermediario
tetraédrico que se transforma en un complegjo acil-enzima, para que posteriormente la lipasa
en forma libre se regenere por la reaccion hidrolitica con una molécula de agua El
mecanismo por €l cud la lipasa hidroliza un enlace éster se inicia con un ataque nucleéfilo
por parte dd oxigeno de la cadena latera de la serina hacia e &omo de carbono del grupo
carbonilo de enlace éster dando lugar a la formacion de un complejo intermediario
tetraédrico. Lahistidinaincrementa el carécter nucledfilo del grupo hidroxilo de la sering, ya
que su anillo imidazol se protona adquiriendo carga positiva, estabilizada gracias a la carga
negativa del residuo &cido. El intermediario tetraédrico se estabiliza por puentes de hidrogeno
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con los enlaces amina de los residuos que pertenecen a la cavidad de oxianion. Finalmente se
libera & acohol, quedando & complejo acil-enzima, y mediante € atague nucledfilo de un ion
hidroxilo se libera € 4cido graso y se regenera la enzima (Grochulski et al, 1993; Grochulski
etal., 19949).

Fig. 1.7.: Conformacionesy posiciones de las dos tapas abierta (a) y cerrada (b) paralipasa de
Candida rugosa (Grochulski et al., 1994).

1.4.2. Isoformas presentes

Una de las caracteristicas més importantes que hay que tener en cuenta al estudiar las
lipasas de Candida rugosa es el hecho de que aparezcan multiples isof ormas de lipasas en los
preparados comerciales de esta enzima. Al menos 7 genes distintos de lipasas, nombrados de
Lipl aLip7 han sido descritos en Candida rugosa, aunque solo 5 de ellos (Lip1-Lip5) han
sido completamente caracterizados (Lotti y Alberghina, 1996). De estos 5 genes, sdlo se han
identificado 3 productos (los correspondientes a Lipl, Lip2 y Lip3) en los preparados

comerciales de esta enzima.
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A partir de estas secuencias de genes, se ha elaborado la secuencia amoniacidica
tedrica de las diferentes isoenzimas, asi como otras caracteristicas como peso molecular,
puntos de glicosilacion tedricos y punto isoeléctrico. En latabla 1.2 se recoge la secuencia de
aminoacidos comenzando por € N-terminal de los distintos genes de lipasa de Candida
rugosa, marcando aquellos puntos donde no coinciden, mientras que en la tabla 1.3 se

incluyen las previsiones tedricas obtenidas a partir de las secuencias de latabla 1.2.

5 19 22 30 35 40 45-46 49
Lipl APTA T LANGDTITGLNAI | NE A FLGIPFA E PPVG N LRFK D PVPY SG SL DG

Lip2 APTA T LANGDTITGLNAI VNE K FLGIPFA E PPVG T LRFK P PVPY SA SL NG
Lip3 APTA K LANGDTITGLNAI | NE A FLGIPFA E PPVG N LRFK D PVPY SG SL NG
Lip4 APTA T LANGDTITGLNAI | NE A FLGIPFA Q PPVG N LRFK P PVPY SA SL NG

Lip5 APTA T LANGDTITGLNAI | NE A FLGIPFA E PPVG N LRFK D PVPY RG SL NG

Tabla 1.2.: Secuencia de aminoéacidos para los distintos genes de lipasa de Candida rugosa.

Proteina | PM pl | Puntos deglicosilacién
Lipl | 57223 | 45
Lip2 | 57744 | 4.9
Lip3 57291 | 5.1
Lip4 | 57051 | 5.7
Lip5 | 56957 | 55

WiRWiR|w

Tabla 1.3.: Prediccion tedrica para las distintas isoformas de lipasas de Candida rugosa.

Las distintas secuencias descritas en latabla 1.2 presenta hasta un 84 % de similitud,
con zonas dtamente conservadas que intervienen en e plegamiento y funcion catalitica y
otras mas variables cuyas diferencias marcan la especificidad de la enzima (Lotti et al, 1994).
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1.4.3. Purificacién de las isoformas presentes en Candida rugosa

Aungue en la bibliografia se encuentran numerosos trabajos de purificacion y
caracterizacion de las distintas isoformas de lipasas, asi como de otras proteinas asociadas
generamente de naturaleza esterasica, presentes en los preparados comerciales de lipasas de
Candida rugosa, existen muy pocos trabajos de purificacion referidos a la influencia de las
condiciones de cultivo 'y fisiologia de Candida rugosa y su perfil lipasico/esterésico secretado
por € microorganismo (Lotti et al., 1998).

La mayoria de técnicas que se han utilizado para la separacion de dichas isoformas
incluyen operaciones de cromatografia de distintos tipos. Previamente a su utilizacion se
realiza un pretratamiento o semipurificacion de la muestra, mediante operaciones de
centrifugacion, precipitacion o didlisis, paraeliminar gran parte de las impurezas insolubles y
solubles que contienen los preparados comerciales. Hay que destacar que en muchos de los
trabajos se encuentran fracciones de proteinas que difieren en alguna caracteristica, pero rara
vez existe una identificacion con las distintas isoformas previstas por las secuencias

presentadas en latabla 1.2.

Esto es debido a que la heterogeneidad de isoformas de lipasas encontradas en
preparados comerciales puede s debida no tanto a variaciones en la secuencia de
aminoacidos sino a diferencias en laglicosilacién de las proteinas, asi como a asociaciones de
naturaleza no covalente entre las lipasas e impurezas presentes en los caldos de fermentacion,
como polisacéridos de elevado peso molecular, que son habitualmente producidos por
microorganismos productores de lipasas (Cirigliano y Carman, 1984; Cirigliano y Carman
1985).

En latabla 1.4 se detalla una recopilacion de los distintos trabajos realizados por
distintos autores en la purificacion de las distintas isoformas presentes en preparados
comercides. En la tabla también se indica s existe una correlacion entre las fracciones
obteni das y alguna de las secuencias determinadas por Lotti et al. (1996) de latabla 1.2. Esta
analqg_i_é se rediza normamente por determinacion del N-terminal hasta € aminoécido

distintivo de cada isoforma.
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Autor Procedencia Fracciones Caracterisitcas Cromatografia utilizada
Veeraragavan y Gibbs (1989) Sigma 2yl PM=58, pI=5.6, 5.8 l. i6nico
Shaw y Chang (1989) Sigma 3(A,ByC) PM=62 l. idnico
Brahimi-Horn e al, (1990) Sgma 2(yn) PM=60, pI=4.3,4.7 | 1. i0nco + 1. hidrofob.
Allenmark y Ohlsson (1992) Sigma 2(lyl) - | ionico + G. filtracion
Ruaetal, (1993) Sigma 2(AyBY™ | PM=60, pI=5.5,4.8 . i6nico + Afinidad
Chang et al., (1994) Sigma 2 - -
Amano 3 -

Meito Sangyo 1 - -
Ruay Bdlesteros(1994) Sgma 2(AyB® - |. hidrofob.+ G. filtracion
Gordillo et al. (1995) Fermentacion 2(ly2) PM=60 l. ibnico
Linko y Wu (1996) Biocatalyst 2(1y2)® PM=57,60 I hidrofob.+ G. filtracion
Diczfdusy et al. (1997) Sigma 3(CEL1,2y3)@ |. hidrofob.+ G. filtracion

+ 1. ibnico

Lundell et al. (1998) Sigma 2(AyB)P PM=60 l. i6nico

O

Lalipasa A corresponde a Lip3 con un grado de glicosilacion del 6.7 %, mientras que la

lipasa B, mayoritaria, puede corresponder aLip1,2,4 0 5, con un grado de glicosilacién del

2.7 %.
@

®

Variacion del método propuesto para separar lasisoenzimas A y B del punto .
Siguiendo @ protocolo descrito por Ruay Ballesteros (1994).

@

)

CEL-1 y CEL-3 se identifican con Lipl y CEL-2 es € producto del gen Lip2, de nuevo
Lip1 aparece como mayoritaria, Sin embargo, contrariamente a lo descrito por Rua et al.
(1993), no aparece Lip3. En este trabajo han sido identificadas proteinas de naturaleza
esterasica en preparados de Sigmatipo VIl (Diczfausy y Alexson, 1996; Diczfausy et al.,
1997) por medio de cromatografia hidrofébica. Concretamente se trata de acil-CoA
tioesterasas/carboxilesterasas presentes en pequefias cantidades en d liofilizado comercia.
Siguiendo € protocolo descrito por Rua et al. (1993).

Tabla 1.4.: Resumen de |os trabajos de purificacion realizados con lipasas de Candida
rugosa.

Como se puede observar en latabla 1.4, los resultados obtenidos son muy diversosy

siguiendo diferentes técnicas de purificacion o incluso cambiando de proveedor o de lote se
obtienen digtintas proporciones e incluso se identifican distintas isoenzimas. Ademés, en
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muchas ocasiones las lipasas se presentan en forma de agregados o asociadas a otras
moléculas (Shaw y Chang, 1989). Este hecho, unido a que las lipasas presentan una
importante heterogeneidad en la glicosilacion (Tabla 1.5), provoca que los intentos de
identificar |os picos obtenidos cromatograflcamente con proteinas puras sean extremadamente
dificiles. En latabla 1.5 se presentan a modo de resumen aguellas purificaciones que han
llegado aestetipo deidentificacion paralalipasacomercial de Sigma.

Proteina | PM (kDa) | pI | %Glicosilacion Autor
Lipl/B 62 4.8 3.6% Rua ez al. (1993)
Lip3/A 64 55| 8.0% Rua et al (1993)
Lipl 60 - - Grochulski et al (1993)
Lipl 60 - 5.0% Diczfalusy et al. (1997)
Lip2 58 - 15% Diczfalusy et al. (1997)

Tabla1.5.: Resumen delostrabajosde purificacion realizados con lipasas de Candidarugosa
en los que se llega auna identificacion de un gen descrito por Lotti et al. (1996).

Otro factor atener en cuenta es que en este tipo de cromatografias normalmente los
rendimientos obtenidos son muy bajos, contabilizando la actividad que se recupera en las
fracciones con respecto a la de partida. Esto normalmente viene compensado por unos
elevadosfactores depurificacion quereflejan el aumento producido en laactividad especifica
Por gemplo, la tabla 16 proporcionada por Rua et al. (1993) muestra claramente la
disminuciondel rendimiento al mismotiempo queel aumento del factor depurificacion:

Purificacién | Proteinatotal | Act. esp. (U/mg) | Factor de | Rendimiento
(mq) (Tributirina) | purificacién (%)
Crudo 1100 65 1.0 100
Prec. etanol 500 120 18 84
DEAE
LipA 80 134 2.0 15
LipB 154 230 35 49
Sephacryl
Lip A 4.5 750 11.5 5
LipB 20 744 11.3 21

Tabla 1.6.; Rendimientosy factores de purificacion paralapurificacion de isoformas de
Candidarugosa segin Rua et al., 1993.
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Otros datos proporcionados por Veeraragavan y Gibbs (1989) hablan de
recuperaciones del orden del 20 % y factores de purificacién cercanos a 6, mientras que datos
de Diczfalusy y Alexson (1996) obtienen rendimientos inferiores al 20 % con factores de

purificacion cercanos a20 parael mejor de los casos.

No obgtante, tomando como referencia la lipasa de Sigma, se pueden postular una

sarie de conclusiones:

- Exigtelapresencia de dos isoformas, de las cuales la mayoritaria corresponde al gen Lip1.

- Egtaforma mayoritaria correspondiente a gen Lipl es la denominada LipB por Ruaet al,
(1993).

- En cuanto a la otra isoforma, la mayoria de autores sefidan que se trata de la
correspondiente a gen Lip3, mientras que Diczfalusy et al. (1997) identifican el gen Lip2.

- Los pesos moleculares y puntos isoel éctricos determinados experimentalmente difieren de
los previstos tedricamente.

- Hay una cierta heterogeneidad en el grado de glicosilacion que parece depender incluso
dedl lote estudiado.

- Se hacongtatado por parte de Diczfalusy y Alexson (1996) la presencia de a menos dos
ederasas en € preparado de Sigma

- Lapresencia de contaminantes en la muestra, la posibilidad de agregacion de las lipasas y

laasociacion aotras macromol éculas dificultalapurificacion de esta lipasa.

14.4. Diferencias de reactividad entre las isoformas

Existen pocos estudios donde se haya determinado distinta reactividad entre las dos
isoformas mayoritarias presentes en las lipasas comerciales de Candida rugosa. De todas
formas, los primeros estudios realizados por Shaw y Chang (1989) sugerian que habia
diferencias en laactividad enziméticade las distintas fracciones separadas a variar lalongitud
de la cadena ddl grupo acilo del éster que se hidrolizaba. Estos resultados fueron confirmados
por Brahimi-Horn et al. (1989) cuando se comparé la actividad esterdsica de ambas fracciones

y por Rua et al. (1993), ya que cuando separaron las lipasas A y B (que por primera vez
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correspondian a dos genes identificados para Candida rugosa), se llegd a la conclusion de
que la lipasa B presentaba menor afinidad por substratos solubles (p-nitrofenil butirato,
“actividad esterasica) y por triglicéridos de cadena corta (tributirina) que por substratos de
naturaleza lipidica como trioleina, y que, en cambio, la lipasa A tenia méas afinidad por
substratos esterasicos, ademas de otras diferencias importantes de tipo bioquimico como pH y
temperatura Optimos, influencia de disolventes organicos, etc. que habian sido constatados en

trabgjos anteriores.

Sin embargo, Allenmark y Ohlsson (1992) fueron los primeros en probar distintas
fracciopes de lipasas en substratos de naturaleza quiral, observando como los excesos
enantioméricos obtenidos variaban en funcion de la fraccion utilizada. Otros estudios
posteriores apuntan a que en reacciones de transesterificaciéon la lipasa B origind unos
resultados mucho mejores en selectividad y conversion que lalipasa A (Linko y Wu, 1996).
Sin embargo, estudios recientes (Lundell et a, 1998) no determinaron distintas
enantioselectividades paralas lipasa A y B en la resolucion de alcoholes secundarios, aunque
si se detectaron diferencias en la resolucién de derivados del &cido 2-fenil propiénico como
ibuprofeno (Hernaiz et al., 1997) donde la lipasa B se mostr6 mucho mas enantioselectiva,
hecho que habia sido constatado préviamente con este tipo de compuestosy con p-nitrofenil
esteres (Hernaiz et al., 1995).

1.4.5. Obtenciéon de una lipasa de propiedades catdliticas reproducibles

A la vista de lo explicado en este capitulo, las rutas para conseguir una lipasa de
Candida rugosa que sea reproducible en su actividad catalitica son esencialmente las tres

siguientes:

1. Trabajar con isoformas puras. sin embargo, esto presenta los problemas que se han
descrito anteriormente, como son la dificultad de obtener estas isoformas y los bajos

rendimientos que se originan en este tipo de procesos.
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2. Expreson en otros microorganismos. otra posibilidad es clonar y expresar uno de los

genes que codifican la produccién de alguna de las isoformas de Candida rugosa en algin
otro microorganismo huésped. Sin embargo, Candida rugosa no utiliza €l cédigo genético
universal comun a la mayoria de organismos (Kawaguchi et al., 1989), cambiando €
coddn universal para leucina, CUG, por serina. Como consecuencia, la expresion del gen
seleccionado en microorganismos como Sacharomyces cerevisiae origina lipasas inactivas
(Fusseti et al, 1996). Ege problema ha sido recientemente solucionado por tres vias

distintasparael genLip1l:

- Expresion del gen en un microor ganismo que codifiqueigual que Candida rugosa
como es Candida maltosa (Mileto et al, 1998).

- Mutagénesis dd gen natural de Lipl y expresion en S cerevisiae (Brocea et al.,
1998).

- Sintesis quimico-enzimatica dd gen y expresion de éste en S cerevisiae y Pichia
Pastoris (Brocea et al, 1998).

Control preciso de las condiciones de fermentacion: demostrado que las condiciones de
fermentacion afectan alaproporcion de los isoenzimas obtenidos (Gordillo et al, 1998) es
evidente que mediante un control de las condiciones de fermentacion se obtiene un
producto repetitivo. Sin embargo, € proceso de downstream y las condiciones de
almacenamiento también han de estar perfectamente definidas, ya que se ha constatado
con lipasas comercides que no sdlo a cambiar de lote, sno d variar @ tiempo de
almacenamiento, las propiedades ddl catalizador son variables (Tsa y Dordick, 1996b).
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1.5. Utilizacion de enzimas en medio organico

1.5.1. Introduccion. Ventajas v desventaias

El uso de las enzimas en medio organico ha tenido un gran desarrollo en los Ultimos
ahos debido a que muchas de las reacciones de interés solo pueden llevarse a cabo en este tipo
de medios. S bien es cierto que agunas propiedades de las enzimas tienden a mejorar en este
tipo de medios, en genera se puede postular que la actividad enzimética es menor en
disolventes organicos que en medio acuoso.

A modo de resumen, entre las ventajas de trabajar en medio organico se pueden citar
(Godtfredsen et al., 1985, Dordick, 1991; Kvittingen, 1994):

- Aumentar la solubilidad de substratos apolares.

- Favorecer la reaccion de sintesis frente a la hidrdlisis desplazando el equilibrio
termodinamico.

- Eliminacién de las reacciones laterales que dependan del agua.

- Alteracion en substratos y especificidad.

- Ausencia de necesidad de inmovilizacion, ya que las enzimas no son solubles en medios
organicos.

- Las enzimas son facilmente recuperables por filtraciéon o centrifugacién ya que
constituyen unafase diferente del medio.

- Al tratarse de medios organicos, normalmente la separacion del producto es mas simple,
debido aquelos productostienen bajo punto deebullicién.

- Megjora de latermoestabilidad.

- Eliminacion de contaminacion microbiana.

- Potencia uso de las enzimas para ser utilizadas directamente en un nuevo o ya existente
proceso quimico.

- La gran variedad de reacciones que son capaces de catalizar las enzimas en medios

organi cos.
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- Laposhilidad de las enzimas de actuar enantioselectivamente sobre substratos organicos
de naturaleza quirdl.

- Las enzimas trabajan habitualmente en condiciones suaves cercanas alas fisioldgicas.

- Ladtaselectividad con respecto a substrato.

- Lasenzimas pueden ser obtenidas por fermentacion.

De la misma manera, sin embargo, € empleo de enzimas en medio organico presenta

una serie de inconvenientes, entre los que podemos destacar (Godtfredsen et al., 1985):

- Las enzimas se inactivan fuertemente por muchos disolventes organicos.

- Las enzimas se inactivan cuando no trabajan en zonas cercanas a pH éptimo, y en
disolventes organicos este factor es dificil de controlar.

- Las enzimas presentan inhibicién por muchos de los productos y substratos hidrofilicos
gue aparezcan en lareaccion.

- La mayoria de disolventes organicos no son aceptables desde € punto de vista medio
ambientdl.

- Complgjidad elevada del sistema de reaccion.

- Mucho menor conocimiento tedrico de los mecanismos de reaccion en medio organico, asi
como de los factores que afectan al disefio del reactor y modelizacion del proceso.

- Costeadicional del disolvente.

As pues, la deccién de un proceso enzimatico en un disolvente organico vendra
determinada a tener en cuenta todas estas consderaciones, de entre las cudes la més

importante es la actividad que presente la enzimaen €l disolvente utilizado.

1.5.2. Eleccion del disolvente. Influenciadd agua

La actividad catdlitica de las enzimas en medio organico depende en gran medida de
gue en edos disolventes mantengan la estructura proteica, que viene condicionada por
multitud de puentes de hidrégeno que se forman entre la proteina el medio que larodea. De
hecho, una enzima presentara su actividad 6ptima para una conformacion definidaque vendra

determinadapor un conjunto de interacciones de tipo puente de hidrogeno, idnicas, covaentes
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e hidrofébicas (Lehninger, 1982). Para preservar esta conformacion es necesaria la presencia
de lo que se denomina una capa de hidratacion, cuya pérdida supone normalmente un fuerte

descenso en la actividad catalitica

Las enzimas necesitan esta cgpa de hidratacion pararealizar su actividad cataitica, Sin
embargo, dependera de cada caso la cantidad de agua necesaria para preservar la capa de
hidratacién y en este aspecto tendra mucha importancia € tipo de disolvente utilizado y sus

caracteristicas.

1.5.3. Inmovilizacion de enzimas

1.5.3.1. Introduccién

La inmovilizacién de una enzima o, en general, de un biocatalizador consiste en su
localizacion en una region definida de espacio manteniendo alguna actividad catalitica
deseada. En los sistemas de inmovilizacion la difusion es el mecanismo predominante para €l
transporte de materia, es decir, donde la agitacion no juega ningun papel en e transporte

convectivo.
Las principales ventajas de utilizar enzimas inmovilizados son:

- Sepueden reutilizar y utilizar de forma continua.

- Permiten aumentar la concentracion de enzimaen € medio de reaccion.

- Sefacilita su separacion del medio de reaccion.

- Se sude producir un aumento de la estabilidad de la enzima.

- Todos estos factores suelen generar un aumento de la productividad, lo que suele

desembocar en un sistema econdmicamente rentable.
Como desventgjas principales se pueden sefidar las siguientes:

- Se aflade una nueva etapa en la preparacion de la enzima.
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- Laactividad catalitica puede quedar afectada negativamente.

- Losfenémenos de difusién pueden limitar la velocidad de reaccién.

En resumen, la necesidad de inmovilizar una enzima vendra condicionada por el
sistema de reaccion que se requiera emplear y sobre todo, del tipo de bioreactor que se desee
utilizar. En términos generales, para procesos en batch no sera necesaria la inmovilizacién, asi
COmo para procesos en tanque agitado en continuo, en los que la agitacion suele tener un
efecto negativo en laintegridad de las particulas. Sin embargo, para procesos en continuo tipo
flujo pistdn serd practicamente siempre necesario € uso de algiin sistema de inmovilizacion.
Entre estos Ultimos destacan sistemas en lecho fijo, lecho fluidizado o fibras huecas
(Zaborsky, 1973; Bailey y Ollis, 1986; Mosbach, 1987).

1.5.3.2. Técnicas de inmovilizacion de enzimas

Los principales protocolos de inmovilizacion se pueden dividir en funcion del

mecanismo en que se basan, tal como se esquematizaen laFig. 1.8.

Adsorcion

Esta es la técnica més simple y la mas comin y consiste en poner en contacto una
disolucioén de la enzima en sus condiciones éptimas con un adsorbente activo. Tras un cierto
tiempo, se limpia la particula para eliminar la enzima no inmovilizada. Las fuerzas que
favorecen edta interaccién suelen ser de tipo i6nico o hidrofobico y en general de carécter

débil.

El problema principal de la inmovilizacién por adsorcion es la reversibilidad del
proceso, dado que se trata de un proceso en equilibrio, y que e cambio en condiciones como
pH y temperatura pueden provocar €l desplazamiento de la enzima hacia la fase soluble. En
procesos donde se trabaje con disolventes organicos, es el método més aconsejable puesto que

no existe dicha reversibilidad.
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Adsorcion

“Crosslinking”

Fig. 1.8.: principal es métodos deinmovilizacion de enzimas.

Este método se ha aplicado ampliamente para enzimas de todo tipo y en concreto para
lipasas (Murray et al., 1997; Knezevic et al., 1998), en particular mediante e empleo de

soportes que favorecen las interacciones hidrofbicas (Bastida et al., 1998).

Algunos de los soportes utilizados més comlUnmente para redlizar este tipo de
inmovilizacion son: alumina, celulosa, agarosa, concavalina A, silica gel, vidrio poroso,

resinas de intercambio idnico, celitas y diversos tipos de polimeros.
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Enlace covalente

En este caso, la union enzima-soporte se realiza mediante un enlace de naturaleza
covaente. Existe una gran variedad de métodos en funcidn de la naturaleza del soporte y su
grupo funcional, € grupo funcional de la enzima que interacciona con € soporte, la activacion
previa de los soportes y los agentes enlazantes utilizados (Zaborsky, 1973; Mosbach, 1987).
En latabla 1.7 se recogen agunos de los métodos més habituales de inmovilizacion por

enlace covaente, asi como algunos de |os soportes més habituales que se utilizan.

Grupofuncional Ejemplos de soporte | Agente acoplador Grupo reactivo de la

del soporte ’ proteina

Hidroxilo Dextranos, celulosas |Bromuro de Amino

, ciandgeno

Carboxilo Poliacrilamidas Carbodii midas Amino

Amino Ceradmicas Glutaraldehido Amino
modificadas Nitrito sodico

Aldehido Aldehidos Reaccion directa Amino y otros
poliméricos

Imidoésteres Derivados de nilon Reaccion directa Amino

Tiol Polisacaridos Reaccion directa Cis-tiol
modificados

Tabla 17: Algunos métodos comunes de formacidn de enlace covaente entre enzima 'y
soporte.

Uno de los problemas més importantes que presenta este tipo de protocolo es que las
pérdidas de actividad suelen ser mayores que en € caso de la adsorcién, debido a que se

producen modificaciones quimicas en agun aminoacido de la enzima.

Este sstema de inmovilizacion es muy habitual para distintos tipos de enzimas
implicando normalmente pérdidas de actividad pero mejoras en la estabilided frente a factores
como pH y temperatura (Chellapandian, 1998; Spagna et al.,, 1998), aunque su aplicacién en
lipasas ha sido mucho més reducida (Moreno et al., 1997).
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" Crosdin king”

Mediante la formacion de enlaces cruzados entre enzimas, se forman agregados
insolubles mediante un agente multifuncional que se enlaza covalentemente a la enzima
Normamente los agentes usados son los mismos que para la infnovilizacién por enlace
covalente. Este método es de uso mas restringido y suele tener una aplicacion analitica en e
desarrollo de biosensores (Guerrieri et al., 1998).

Incluson

Este método se basa en la formacion de una matriz tridimensional en presencia del
biocatalizador, que queda atrapado dentro de su estructura. La matriz ha de permitir la
retencion de la enzima ad mismo tiempo que la difusion de substratos y productos y las més

utilizadas son polimeros sintéticos o geles de origen natural.

Este sstema ha sido ampliamente utilizado para la inmovilizacion de células, y su
aplicacion para enzimas es bastante reducida debido a un aumento importante de los
problemas de difusion y que la retencion de la enzima es muy pobre. No obstante, se ha
aplicado en la construccion de electrodos enzimaticos, por eemplo, glucosa oxidasa y
hexokinasa para la determinacion de ATP (Compagnone y Guilbault, 1997), alcohol
deshidrogenasa para la determinacién de etanol (Ca et al, 1997) o diamina oxidasa para la

determinacion de diamina (Bouvrette et al, 1997).

1.5.3.3. Sdeccion de latécnicade inmovilizacion

En latabla 1.8 se recogen algunas de las principales caracteristicas que definen los
métodos de inmovilizacion existentes para enzimas, sin embargo, la eleccion siempre vendra
marcada por la enzima particular y sus caracteristicas particulares en cada caso (Zaborsky,
1973; Mosbach, 1987).
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Caracteristica | Adsorcion | Enlace iénico Enlace “Crosslinking” | Inclusiéon
fisica covalente
Preparacion Facil Facil Dificil Dificil Dificil
Actividad Baja Alta Alta Moderada Alta
enzimatica
Especificidad No No Modificable Modificable No
de substrato | modificable | modificable modificable
Fuerzade Déhil Moderada Fuerte Fuerte Fuerte
enlace
Regeneracion Posible Posible Imposible Imposible Imposible
Aplicabilidad Baja Moderada Moderada Baja Alta
Cogte Bajo Bajo Alto Moderado Bajo

Tabla 1.8: Comparacion entre métodos de inmovilizaciéon de enzimas.
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1.6. Bioreactores enzimaticos

1.6.1. Reactores ideales. Didribucién de tiempo de residencia (DTR)

En e estudio de los modelos de flujo que describen e comportamiento de los
reactores, se hace referencia a dos modelos ideales, € de flujo piston y € de tanque agitado o
de mezcla perfecta, que representan los dos extremos en e disefio y funcionamiento de un
reactor (Levenspiel, 1979). La ventaja de utilizar estos sistemas es su simplicidad y en que
uno de los dos origina normalmente el funcionamiento 6ptimo. No obstante, la mayoria de
reactores reales tienen un comportamiento intermedio entre estos dos extremos. En los
reactores reales muchas veces aparecen zonas muertas, canales preferenciales, retromezclay

otras distorsiones del modelo de flujo idedl.

En e caso de los reactores reales, la distribucién de tiempo de residencia (DTR) del
material a través del reactor es € factor que determinard en que punto entre los dos
comportamientos ideales se sitla e flujo de un bioreactor. La técnica utilizada para
determinar el modelo de flujo de un reactor es la denominada estimulo-respuesta, basada en la
inyeccion de un trazador inerte y siguiendo la respuesta del sistema analizando la evolucion

de la concentracién del trazador ala salida.

La eleccidn del trazador es de vital importancia para obtener una informacion precisa
acerca de comportamiento del fluido dentro del bioreactor. Los requisitos que debe cumplir

el trazador son los siguientes:

- Miscibley de propiedades similares alas del fluido que se estainvestigando.

- Inerte, sin interaccionar con e biocatalizador ni con los substratos y productos de la
reaccion.

- Fécilmente andizable, y detectable en concentraciones bajas.

- En dstemas multifasicos (por gemplo, enzimas inmovilizados), no ha de ser transportado

entre fases.
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La introduccion del trazador en e alimento a reactor puede seguir diversas
estrategias, siendo los mas habituales los de pulso y escalon. En la técnica de pulso, se
introduce de forma instantdnea una cantidad M del trazador a la corriente de alimento que
entraen e reactor, y su concentracion de salida se registra a lo largo del tiempo. En lafig. 1.9

se presenta un gjemplo de estatécnica

Salidaideal
— flujo piston
...... tanque agitado

Fig. 1.9.: Respuesta de sistemas ideales para un pulso de trazador.

A partir de la curva se puede calcular el tiempo de residenciarea del reactor que viene dado

por la ecuacion (1):

j ttht

T= =2
[ ‘cdt
JO

(1)

y compararlo con el tiempo de residenciaidea que vendradado por:

T= (2

14
[0)3
Ademés, € céalculo de laintegral de la concentracion de trazador con respecto a tiempo ha de
resultar la cantidad total de trazador introducida en € sistema, que por otro lado se conoce.

Este srd e test de consistencia del experimento.
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Muchas veces la curva C frente at se representa de forma adimensional como una
curvade E vs 9 en la que E representa la concentracion adimensional calculada como v-C/M

y donde 0 es & tiempo adimensional calculado como t/z.

En e caso de que @ trazador se introduzca en forma de escalén, con un caudal m, la

variacion de la concentracion a la salida del bioreactor serade laformaque indicalafig. 1.10.

ci

_—__.Q v O_. "
Entrada \_ —

Q ~  Sdidaideal
- — flujo piton
—tanqueagitado

Fig. 1.10: Respuesta de sistemas ideales para un escalon de trazador.
En este caso, de la aplicacion del balance de materia para € sistema se deduce € test
de consistencia, que viene dado por la ecuacion (3):
Cmax_l: = mV/ QL2 (3)

La curva normalizada para los experimentos en escalon se conoce como curva F que
se cacula como Q. -C/m, mientras que el tiempo de residencia real se calcula segun la

ecuacion (4):




46 I ntroduccion

]
J: tdC @

f‘ " dC

Las funciones E y F estan relacionadas entre si, ya que la primera es la derivada de la

1=

segunda, y la segunda la integral de la primera. Por tanto, independientemente de como se
haga la introduccion del trazador, € tratamiento posterior de los datos puede hacerse de
ambas formas. Una vez obtenida la distribucion de tiempo de resdencia se puede pasar a

estudiar cua es d tipo de flujo en d reactor.

1.6.2. Moddlos de flujo

Una vez conocidos los datos de distribucion de tiempo de residencia para un sistema
determinado, las caracteristicas de flujo han de ser evaluadas cuantitativamente mediante €
uso de gjuste de model os mateméticos. Los modelos de flujo no ideal pueden dividirse en tres
grupos:

- Modeos de dispersion: correspondientes a pequefias variaciones del modelo de flujo en
piston.

- Modédos de recirculacion: correspondientes a pequefias variaciones de modelo de
mezcla completa.

- Modeos compartimentados. para e resto de stuaciones intermedias.

1.6.2.1. Moddo de dispersién axia

Consigte en una variacion del modelo de flujo en piston ideal, en € que se considera
un proceso de dispersion axial al mismo tiempo que € flujo convectivo. La introduccion de
este término origina que la concentracion adimensional en funcion de tiempo viene dada por

laecuacion (5):

B 1 ~ Pe(1-0)*
Co= N4/ Pe exP[ 4 :I ©)

donde Pe es € numero de Peclet que se define como:
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donde:

L eslalongitud del reactor

u eslavelocidad del fluido en € reactor

D, es d coeficiente de dispersion axial.

y expresa € grado de mezcla del reactor, es decir, un Pe = O significa un sistema de tanque

agitado perfecto, mientras que Pe = e indicaun flujo piston ideal.
Para variaciones pequefias del flujo pistén, las curvas que predice e modelo son
smétricas, mientras que para desviaciones més considerables la forma de la curva no es

simétrica, y esto ocurre paravalores inferiores de 100 del nimero de Peclet.

1.6.2.2. Modelo tanques en serie

El reactor se representa por una serie de tanques perfectamente agitados y del mismo
volumen, conectados en serie. El grado de mezcla del reactor global viene dado por € namero
de tanques N. Asi, cuanto mas elevado es € numero de tanques, € reactor se acercamas a un
flujo piston. En este caso, a partir del balance de materia se puede deducir la expresion para la

curva E que se presenta en la ecuacion (7):

N@O)

EO ==

exp(-NO) (V)

Con edta ecuacion se puede generar unafamilia de curvas dando distintos valores aN.

1.6.2.3. Model os compartimentados

L os model os anteriores basados en desviaciones de un modelo ideal no son capaces de
explicar todas las desviaciones respecto a flujo idea. Para describir los reactores que

presentan regiones poco agitadas, canalizacidn O recirculacion importante de fluido entre otras
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posibles disfunciones se necesitan modelos multiparamétricos, en los cuales € volumen del
reactor se divide en tres diferentes fracciones:

- region deflujo pistén

- region de flujo agitado

- Zonas muertas

mientras que € flujo en suinterior se compone de:

- flujo activo

- flujo de by-pass

- flujo derecirculacion

Comparando la curvareal de DTRYy las curvas tedricas para diferentes combinaciones
de compartimentos y flujos, se puede determinar que modelo se gjusta mejor a reactor real.
Levenspiel (1979) redliza una descripcion detallada de algunos de los modelos

compartimentados tipicos que describen algunas situaciones reales.

1.6.3. Tipos de bioreactores enzimaticos

Cuando s utilizan biocatalizadores inmovilizados, exisen dos posbles
configuraciones de reactor de acuerdo con la movilidad de las particulas de catalizador:
particulas en movimiento o fijas. Los sistemas en que las particulas no estan fijas son
basicamente tres:

- reactor de tanque agitado

- reactor de lecho fluidizado

- reactor "ar-lift"

mientras que los sistemas con particulas fijas se conocen como reactores de lecho fijo (Brink

et al, 1988) e incluyen los reactores de membranas.

El reactor de tanque agitado es el méas simple de disefio y uno de los més utilizados,
aungue su uso no es recomendabl e para enzimas inmovilizadas debido ala pocaresistencia de

las particulas a esfuerzo cortante de las palas del agitador, 0 en casos donde exista inhibicion
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por producto, ya que trabaja a las condiciones de salida. No obstante, existen algunos trabajos

utilizando enzimas libres (Margot et al., 1998).

El reactor de lecho fluidizado se caracteriza por que las particulas del biocatalizador
se mantienen en suspension en e reactor mediante € caudal de alimentacion, la recirculacion
del liquido o € gas producido y/o aportado a sistema. En este caso se necesitan particulas de
tamafio pequefio y de densidad cercana a la de medio para favorecer la fluidizacién, con lo
que se favorece latransferencia de materia entre e medio y el biocatalizador. Sin embargo, su
principal desventgja es e mantenimiento de la fluidizacion que depende fuertemente de la
densidad de las particulas. Este sistema es poco empleado en enzimas aungue existe alguna

aplicacion con lipasas (Fishman y Zviely, 1998).

Un caso particular de reactor fluidizado es € de las columnas de burbujeo en que las
particulas de biocatalizador estan dispersas en la fase fluida por efecto de la ascension de las

burbujas de un gas, o por efecto conjunto del flujo de gasy liquido.

En e reactor air-lift se distinguen dos zonas diferenciadas, de las cuales solo una es
alimentada con un gas. La diferencia de composicion en la zona aireada y la no areada
provoca una diferencia de densidad que provoca la circulacion del fluido. De nuevo, la
ventaja de este tipo de reactores son los elevados coeficientes de transferencia conseguidos.
Existen algunos ejemplos de este tipo de reactor como son la produccion de acido gluconico

con glucosa oxidasa (Nakao ef al., 1997).

El sistema més utilizado para enzimas es €l reactor de lecho fijo. Este es e modelo de
bioreactor mas ligado a uso de enzimas inmovilizados. Este es € modelo méas simple de
construccion y operacion en € gue la solucion de substrato que se alimenta al reactor circula
en una direccion determinada 'y simultaneamente va teniendo lugar su conversién, por tanto,
sera adecuado en € caso de inhibicion por producto pero no en casos de inhibicion por
substrato. EI modelo que sigue este reactor en € caso ideal es el de flujo piston. La limitacion
mas importante de este tipo de reactor es la pérdida de carga que se produce por € paso del
fluido a través del lecho, asi como la difusion en € interior de las particulas. Estos dos

factores serén los que determinen el tamafio de la particula seleccionado, ya que particulas
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muy grandes provocan poca pérdida de carga pero tienen limitaciones difusionales
importantes mientras que con € uso de particulas pequefias se favorece la difusion interna
pero aumentan los problemas de pérdida de carga através del lecho.

Egte sstema estd ampliamente utilizado paratodo tipo de enzimas, normamente en €
caso de medios orgénicos con enzimas inmovilizados en distintos tipos de soportes, como
acilasas (Bianchi et al, 1997), enzimas pectoliticas (Dindlla et a/, 1997), amilasas (Arica &t
al, 1998), destacando su aplicacion en sistemas de determinacion analitica tipo FIA (Flow
Injection Analysis) (Kiba et al, 1997).

Un caso particular muy utilizado en reactores enzimaticos son los reactores con
membranas, cuya configuracion mas habitual es la conocida como fibras huecas (hollow
fibers). Estos reactores operan como flujos en pistén en los cuaes la enzima estainmovilizada
en e espacio libre entre las fibras, € substrato difunde a través de la membrana, reacciona con
laenzimay e producto se devuelve por difusién a la zona de suspensién homogeénea (Fig.
111).

.+, sEnzima

“Alimento = -+ Producto

Substrato

Fig. 1.11.: Esquema de un reactor de fibras huecas.

Ede sgema etd muy implementado en todo tipo de enzimas como amilasas (Lopez-
Ulibarri y Hall, 1997), aunque ha sido empleado con éxito junto a reactores de membrana en
general fundamentalmente utilizando lipasas debido ala capacidad de éstas de inmovilizarse
en superficies (Prazeres et al, 1993; Matsumae et al, 1994).
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1.6.4. Procesos industriales enzimaticos

Godfrey y West (1996) recogen aguellos procesos donde las enzimas se emplean en

procesos a escaa industrial. En latabla 1.9 se recogen algunos de estos procesos.

Proceso Enzima(s) Inmovilizacion Bioreactor utilizado
Fermentacion o-amilasa Enzimalibre tanque agitado
acohdlica glucoamilasa
Enzimas analiticos Varios Inclusion -
(biosensores) Crosslinking
Enzimas analiticos Varios Enzimalibre -
(diagnosis)
Produccién de pasta Amilasas Enzimalibre tanque agitado
Carbohidrasas
Proteinasasy lipasas ,
Produccion de cerveza | Proteasas Enzimalibre tanque agitado
a-amilasa
Produccion de queso Lipasas Enzima libre -
Lisozima
Produccion de fructosa | Xilosaisomerasa Enzima libre tanque agitado
Modificacion de aceites | Lipasas Adsorcion lechofijo
y grasas
Produccion de Termolisina Enzima libre tanqueagitado
aspartamo
Produccion de esteres | Lipasas Adsorcion tanque agitado
gue dan sabores lecho fluidizado
lecho fijo
Produccién de Lipasas Enzima libre tanque agitado
emulsificantes ,
Productos Lipasas Adsorcion tanque agitado
farmacéuticos Proteasas Enlacecovalente lechofijo
Acilasas Crosslinking
Aminotransferasas
Detergentes Proteasas Enzimalibre -
Lipasas
Amilasas
Celulasas
Tratamiento de residuos | Varios Enzima libre tanqueagitado
Produccién de zumos | Varios Enzimalibre tangue agitado
Produccion de Acilasas Enzima libre reactor demembrana
aminoacidos
Produccién de Lipasas Inclusion reactor demembrana
blogueantes quirales
Produccion de pieles Proteasas Enzima libre -
Extraccion de aceite | Fosfolipasas Enzima libre tanque agitado
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Produccion de papel Celulasas Enzima libre tanque agitado
Hidrdlisis de almidén | Amilasas Enzima libre tanque agitado
Industria textil Amilasas Enzima libre -
Produccién devino Pectinasas Enzimalibre -
Enriquecer alimento Varios Enzima libre -

de animaes

Tabla 1.9.: Algunos procesos enzimaticos industriales.
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1.7. Utilizacion de lipasas

1.7.1.Inmovilizacion de lipasas

Las lipasas se han inmovilizado alo largo de los Ultimos afios en un gran nimero de
soportes y utilizando un gran nimero de métodos. Entre ellos, se han desarrollado métodos de
adsorcion, inclusion, enlace covaente utilizando précticamente todo tipo de soportes,
hidrofilicos, hidrofébicos de todo tipo de procedencia. En latabla 1.10 se recogen a modo de
resumen algunas de las aplicaciones mas representativas en las que se han empleado lipasas
inmovilizadas, recogiéndose también la técnica empleada de inmovilizacion y e soporte
utilizado.

La mayoria de los trabajos utilizan la técnica de adsorcion sobre distintos soportes,
aunque también se encuentran presenten los métodos de enlace covalente y en menor medida
los de inclusion y crosslinking. El gran desarrollo de las lipasas como biocatalizadores
enantioselectivos asi como su buen comportamiento en medios organicos (Cambou y
Klibanov, 1984) originan que la inmovilizacion sea un factor atener en cuenta en cualquier
reaccion que implique el uso de lipasas. Sin embargo, la potencialidad fundamental de la
inmovilizacién que es la posible reutilizacion de la enzima rara vez es estudiada (Vazquez-
Lima et al, 1995).

Como factores importantes que pueden destacarse en la inmovilizacién cabe destacar

los siguientes (Tabla 1.10):

- El método usado por excelencia es el de adsorcién sobre soportes de naturaleza muy
diversa, siendo posibles|os soportes hidrof dbicosy hidrofilicos.

- Latécnica de inmovilizacion por adsorcion que es normalmente muy sencilla implica
poner en contacto una solucion de la lipasa que se quiere inmovilizar con el soporte y
dejar un tiempo de contacto (que suele variar entre 1 y 24 horas) en las condiciones
adecuadas (suelen ser ligera agitacion y bajatemperatura a un pH cercano al éptimo) hasta
aICanzar el equilibrio de adsorcion que suele venir descrito por unaley de tipo Langmuir
(Gitlensen et g/., 1997). Tras esto se separa @ medio por filtracion o liofilizacion. En
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primer caso se suele lavar € soporte con agua destilada o tampon mientras que en €
segundo caso se produce una deposicion de lalipasa sobre € soporte.

Los métodos de inmovilizacion por enlace covalente son posibles pero se emplean en
menor medida, asi como los de inclusion 0 “crosslinking”. Estos métodos incluyen un
pretratamiento del soporte y suelen provocar pérdidas o cambios importantes en la
actividad enzimatica.

La inmovilizacion de lipasas suele suponer una mejora en la estabilidad de la enzima,
aunque también puede cambiar propiedades como los Gptimos de temperaturay pH y en
algunos casos parece tener influencia sobre |a enantioselectividad.

Aunque en la mayoria de trabajos no se ha estudiado € efecto de la reutilizacion de
lipasas inmovilizadas, en general, se puede concluir que las lipasas pueden reutilizarse sin
tratamientos muy complejos, normamente tan simples como una operacion de lavado y
secado.

Las lipasas inmovilizadas con distintos metodos pueden ser utilizadas en una gran
variedad de reacciones, tanto de hidréliss como de sintesis, asi como en todo tipo de
medios, acuosos, organicos o bifasicos.

Las técnicas de inmovilizacion se han aplicado a lipasas provenientes de una gran
variedad de microor ganismos, eincluso alipasas obtenidas a partir de mamiferos.

Entre todas las lipasas estudiadas que se han inmovilizado, destacan por nimero de
aplicaciones las siguientes:

Candidarugosa: se comprade formalibrey seinmoviliza en distintos soportes.

b) Mucor miehei: en concreto Lipozyme® distribuido por Novo Nordisk, que es una lipasa

c)

d)

ya inmovilizada en Duolite AS568.

Candida antarctica: lipasa B comercializada por Novo Nordisk con & nombre de
Novozyme® 435, que yaviene inmovilizada en unaresinaacrilica

Otras lipasas que se usan inmovilizadas en menor proporcion: Pseudomonas $p. (Fishman
y 2vidy, 1998), Rhizopus niveus (De Casro y Gago, 1998) y Penicillium roquefortii
(Fureby et al., 1997).
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1.7.2. Cindticas enzimaticas para lipasas

En genera, las cinéticas descritas para lipasas son muy variadas y dependeran

basicamente de tres factores:

- dd tipo de reaccion que se esté estudiando.
- del medio de reaccién: acuoso, organico o bifasico.

- de s lalipasa se encuentrainmovilizada o no.

El mecanismo natural de las lipasas cuando trabajan en forma soluble hidrolizando
substratos insolubles (actividad lipolitica) no se corresponde habitualmente con una cinética
de tipo Michaelis-Menten (Verger et al., 1990), debido a que e mecanismo de reaccion
normamente incluye una primera etapa de adsorcion sobre la superficie del substrato, etapa
gue muchas veces puede ser limitante (Marangoni, 1994) y que normamente es la que se
intenta mejorar por distintos métodos (Kim et al., 1984; Kimy Chung, 1989). Otro factor que
tendran que tener en cuenta los modelos cinéticos detallados es la conocida activacion
interfacial que se produce en las lipasas a encontrar una interfase orgamco-acuosay que se ha
descrito como altamente variable en funcién del microorganismo y del substrato (Jaeger et al.,
1994; Martinelle et al., 1995).

Sin embargo, cuando los esteres que se hidrolizan son sol Ubles (actividad esterasica)
no existe dicha interfase y las lipasas suelen seguir cinéticas de tipo Michaelis-Menten
(Redondo ez al, 1995).

No obstante, hay que sefidlar que en muchas ocasiones, aunque no se siga una cinética
simple, se adopta el uso de pseudocinéticas de tipo sencillo como primer orden o la propia de
Michaelis-Menten como simplificacion de cinéticas mucho mas complejas, originandose en
este caso |0 que se conocen corno constantes aparentes (Gargouri et al., 1991; Arroyo €t al.,
1996).

Cuando se trabaja con lipasas inmovilizadas, las diferencias que pueden aparecer con

respecto alaenzimalibre son muy importantes, obteniéndose constantes cinéticas que pueden
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diferir en érdenes de magnitud para enzimas libres e inmovilizados sobre diferentes soportes o
mediante distintas técnicas. Por gjemplo, Sanchez et al. (1996) obtienen para Candida rugosa
cambios de hasta 20 veces en las constantes cinéticas cuando se inmovilizé covalentemente la
enzima en silicay agarosa, aunque estos cambios eran notablemente diferentes en e caso de
que se tratara de actividad esterdsica o lipolitica. Al mismo tiempo, cuando las lipasas
inmovilizadas se utilizaron para llevar a cabo reacciones quirales, las velocidades de reaccion

para cada enantiomero eran distintas.

Otros autores, sin embargo, han encontrado diferentes resultados para otros tipos de
lipasas. Lieberman y Ollis (1975) utilizando métodos de inmovilizacion tipo “crosslinking”
con lipasa pancredtica sefidlan la obtencion de los mismos parametros cinéticos para la enzima
libre e inmovilizada. Pencreac'h y Baratti (1997) con lipasas de Pseudomonas cepacia
observan que la enzima libre o inmovilizada sobre polipropileno poroso obedecia a cinética de
Michaelis-Menten pero con constantes variables segin €l tipo de substrato con respecto a la

lipasa libre.

Por 1o que se refiere a lipasas libres e inmovilizadas trabajando en medio organico,
recientemente se han publicado diversos trabajos proponiendo distintas cinéticas asociadas a
diversos mecanismos de reaccion, ademés de las clasicas pseudocinéticas descritas para

medios acuosos. Entre ellas destacan:

1) Botta et al. (1997): redizan una aproximacion a la cinética mediante e estudio
tridimensiona de las moléculas que participan en la reaccion. Mediante las estructuras del
centro activo determinadas experimentalmente, se deducen la afinidad de la lipasa de
Candida rugosa hacia ciertos substratos. Los autores sugieren una via de simulacion para
realizar estos célculos.

2) Otra aproximacion para explicar valores cinéticos es la desarrollada por Parve et al.
(1997) donde se interpretan los datos de velocidad inicial a partir de la teoria de
localization de orbitales.

3) En muchos casos, donde aparecen esterificaciones en las que se produce agua, se

correlaciona la cinética con e comportamiento que tiene € agua en € Sstemay se sefida



Introduccion

4)

la activided de agua como un factor determinante en la formulacion y caculo de la
cinética (Selmi etal., 1997).

Chen y Wang (1997b): proponen una cinética de tipo Ping-Pong Bi Bi basada en €l
mecanismo propuesto por Chulalaksananukul et al. (1990). Un esquema de una sintesis de

una acohol con un &cido graso para generar édter y agua se detdlaen laFig. 1.12.

Fig. 1.12: Esquema del mecanismo de una reaccién de esterificaciéon segiin € modelo Ping-
Pong Bi Bi descrito por Chen y Wang (1997b). E: enzima. S. &cido graso, W: agua, C:
alcohol, P: étter, EC: complegjo enzima-alcohol, ES: complejo enzima-acido graso, E*S:
complejo acil-enzima, E*SC: complejo intermediario.

5)

Por ultimo, sefidar que en trabgos recientes se ha llegado a diferenciar distintos
comportamientos cinéticos para isoenzimas A y B puros de lipasa de Candida rugosa
(Plou et al., 1997). En d trabgjo se constata como para distintos substratos las cinéticas
podian ser diferentes para ambos isoenzimas. A modo de resumen:

Actividad lipasica (tributiring): € valor de la constante especifica aparente de Michaelis-
Menten es el doble paralalipasaA.

Actividad esterasica (p-nitrofenil acetato): comportamiento cinético muy similar para
ambas isoenzimas. Se sigue una cinética de tipo Michaelis-Menten.

Enantioselectividad (2-cloro-metil-propionato): ninguna de las isoenzimas sigue una
cinética de MichaelisMenten sino de tipo sigmoidal. Al mismo tiempo, se observan

ligerasdiferencias en laenantiosel ectividad.
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1.7.3. Bioreactores con lipasas

En genera, se puede considerar que € sistema mas econdmicamente favorable para
trabajar con lipasas en un bioreactor es e de utilizarlas inmovilizadas. Esto es debido
normalmente a aumento de estabilidad que normalmente lleva asociado e proceso de
inmovilizacion y que en sistemas en continuo es e factor determinante de la viabilidad del

proceso.

Los cinco tipos de bioreactores que méas cominmente se han empleado con lipasas

inmovilizadas son:

- reactor discontinuo de tanque agitado
- reactor de lecho fijo 0 empacado

- reactor continuo detanque agitado

- reactor de lecho fluidizado

- reactor de membrana

En el trabajo de Balcao ef al. (1996b) se recogen con detalle muchos de los trabajos en
los que se han desarrollado reactores con lipasas inmovilizadas.

Los reactores discontinuos de tanque agitado son los maés utilizados,
caracterizandose por un sistema de operacion sencillo asi como una recuperacion simple por
filtracion o centrifugacion de la enzima. Sin embargo, € problema de operar en discontinuo
genera la aparicion de tiempos de carga y descarga que limitan en ciertos procesos su
aplicacion a gran escaa. En esteriflcaciones en medio organico, donde se produce agua que
puede ser causante de un descenso en € rendimiento del reactor, normalmente este sstema
tendra que llevar acoplado un sistema efectivo de eliminacion del agua de los que e més
habitual es laadicion de sales o detamiz molecular (Vazquez-Lima et al., 1995; Han y Rhee,
1998). En este sistema se han desarrollado la mayoria de reacciones descritas con li pasas tanto

libres como inmovilizadas (Balcao et al., 1996b).
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Los reactores de lecho fijo constituyen una buena aternativa debido a su dta
eficacia, facilidad de construccién y forma de operar (como reactor de flujo piston) y han sdo
utilizados tradicionalmente en operaciones a escala industrial. En este caso también suele ser
necesario algun sistema de control de agua en reacciones de esterificacion (Rosell et al,,
1996). Normamente, |os problemas asociados a este tipo de reactor son la pérdida de carga a
traves del reactor y la posible limitacion de la difusion. Esta configuracion de reactor se ha
empleado en reacciones en medio organico incluyendo sintesis de esteres, interesterificacion,
transesterificacion, alcohdlisis y en agunas casos para hidrélisis de aceites cuando la
inmovilizacion era de tipo covaente (Bdcao et @/, 1996b) y en agunas resoluciones de
mezclas racémicas (Battistel et al., 1991).

Por lo que se refiere d reactor continuo de tanque agitado, SU USO €S bastante
limitado a pesar de su bajo cose debido a que normalmente requiere mayor volumen de
reaccion para las cinéticas que describen e comportamiento de las lipasas. Otro impedimento
importante que presenta es e efecto negativo que suele tener la agitacion mecanica sobre €
soporte de inmovilizacion y sobre lapropia enzima (Leey Choo, 1989). Esta configuracion se
ha empleado en agunas reacciones de hidrolisis, acidolisisy sintes's de esteres (Bacao et al.,
1996h).

El reactor de lecho fluidizado se presenta como un intermedio entre los dos tipos
* anteriores y €S una opcion para eliminar restricciones difusionales. Sin embargo, su
complgiidad de operacion ha limitado su uso con Hpasas a agunas reacciones de
esterificacion (Balcao et al, 1996h).

Los reactores de membrana han sido ampliamente utilizados con Hpasas. En estos
reactores, la lipasa se inmoviliza en una membrana, que puede ser en forma de superficie o en
forma de fibra hueca. Estos reactores son muy indicados en sistemas bifasicos y su principal
problema operacional es € de la polarizacidn de la membrana. Un resumen de las posibles
configuraciones se recoge en € trabgo de Prazeres y Cabra (1994). Los tipos de membranas
que se han utilizado son muy variables, hidrofilicas e hidrofébicas, aunque en trabgjos
recientes se sefidlan las hidrofilicas como las mejores en términos de productividad (Bouwer

etal, 1997).
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Algunas de las reacciones en las que se han aplicado con éxito lipasas inmovilizadas en

reactores de membrana se detallan en latabla 1.11.

i
!
.

Autor Lipasa Reaccion Tipo de Configuracién
membrana
Hoq et al. (1984) Chromobacterium Sintesis de Microporosa de | Superficie
viscosum glicéridos polipropileno
(Hidrof6hica)
Hoq et al. (1985) Candida rugosa Hidrolissde | Microporosade | Fibrahueca
acete de polipropileno
oliva (Hidrofdbica)
Yamané et al. (1986) | Pseudomonas flUor escens | Glicerdlisisde | Microporosa de | Superficie
grasas polipropileno
(Hidrofdbica)
Taylor et al. (1986) | Thermomyces lanuginosus |Hidroliss de | Microporosa de | Superficie
grasas nilon
(Hidrofobica)
Pronk et al. (1988) | Candida rugosa Hidrolsis de Celulosa Fibra hueca
triglicéridos (Hidrofilica)
Malcata et al. (1992) |Aspergillus niger Hidrdlisisde | Microporosa de | Fibra hueca
aceite polipropileno

(Hidrofobica)
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1.7.4. Formas de expresar v cacular la enantioselectividad

Desde € inicio del desarrollo de reacciones cuyo objetivo era resolver una mezcla
racémica, ha exigtido la necesidad de cuantificar € progreso o la cdidad del producto
obtenido. La referencia clésica es la proporcionada por Chen et al. (1982) donde se definen

los siguientes conceptos:

Exceso enantiomérico (EE):

pE=8=C (x100) EE: = C}—(';’ (¥100)  (8)
Cr+ s 24 (‘

El exceso enantiomérico siempre se refiere a uno de los dos enantibmeros R 0 S, y puede
referirse a producto o a reactivo (Ecuacién (8)), viniendo € uso de uno u otro condicionado
por lafacilidad de andlisis de productos o reactivos. El exceso enantiomérico tomara valores
entreel Oy e 100%.

Enantioselectividad 0 “enantiomeric ratio" (E):

p_ln [(1-X)(1-EE)] ©
Inf(1- X)(1+ EE)]

Egte valor relaciona la conversion total con el exceso enantiomérico para dar un vaor entre O
parareaccion no enantiosel ectiva e infinito para una reaccion completamente enantiosel ectiva.
En términos generales, se considera una reaccion enantioselectiva a partir de valores de E
superiores a 25, aunque este valor depende fuertemente de lartente consultada. La ventaja de
usar este valor es que no depende de la conversion y, por tanto, no hade variar alo largo dela
reaccion, teniendo su origen en consideraciones cinéticas. También puede ser calculado a

partir del EE del producto o del reactivo.

Conversion (X)),
Este valor tiene el significado general de conversion, con lo que se puede calcular de distintas

formas a partir de las concentraciones de productos o reactivos.
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En € trabajo de Straathof y Jongejan (1997) se hace una recopilacion de distintas
formas de evauar la enantioselectividad a partir del valor propuesto por Chen et al. (1982).
En estetrabajo se estudian métodos de calculo de este parametro y se discute la influencia que

tienen factores como:

- Presencia de reacciones paralelas

- Cinéticay termodindmica de la reaccion principal
- Inhibicion enzimatica

- Concentracion en exceso de enzima

- Homogeneidad de las fases

- Equilibrio quimico

- Limitacion por difusion

- Mezclaincompleta

- Tipo de reactor

Aungue los parametros descritos por Chen et al. (1982) han sdo ampliamente
utilizados en todo tipo de resoluciones (Kazlauskas et al., 1991; Chiou et al., 1992
Santaniello et al.,, 1993, Secundo et a/., 1997), agunos autores proponen otras formas de
cuantificar la enantioselectividad; asi, Straathof et al. (1995) proponen e uso de un balance

quiral en e caso de que laresolucion sea cinética,

Por otro lado, Lopez-Belmonte et al. (1997) proponen un nuevo parametro
denominado factor enantiomérico (EF) que permite evaluar la enantioselectividad de forma
sencilla. El factor enantiomérico se calcula como e cociente del exceso enantiomérico
experimental (caculado seguin la ecuacion (8)) y € denominado exceso enantiomérico tedrico
(ecuacion (9)), que corresponde a valor que tendria el exceso enantiomérico s solo
reaccionara el enantiomero de velocidad de reaccion mas rdpida. Asi pues, un valor del factor
enantiomérico de 1 significa enantioselectividad perfecta, mientras que un valor de O

corresponde a ausencia de resolucion.

EF =EE/EEr con EEr=—2_(x100) (10)
100- X
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1.7.5. Resolucion de acidos 2-aril propionicos con lipasas

1.7.5.1. Precedentes

Durante los Ultimos afios, la resolucién via hidrélisis, sintesis y transesterificacion, de

productos finales o intermediarios de la industria en general y farmacéutica en particular se ha

incrementado espectacularmente tanto en la investigacion académica como en la industrial
(Federsel, 1993, Margolin, 1993; Stinson, 1994).

Las principales razones que han motivado este cambio en e interés por este tipo de

COMpuUestos son:

El beneficio médico de usar Unicamente € compuesto épticamente puro que tiene la
actividad biolégica. Hay numerosos ejemplos en los que € principio activo deseado se
encuentra excl uéivamente en uno de los enantiomeros. La presencia del otro enantiomero
puede causar pérdida de potencia en €l enantiomero de interés, inactivacion en incluso
actuar con efecto totalmente opuesto a deseado, pudiendo llegar a causar trastornos en el
paciente (Arien, 1986).

Cambios en la normativa de regulacién del uso de este tipo de medicamentos. Las nuevas
normativas promovidas por las autoridades correspondientes estdn favoreciendo
fuertemente e desarrollo de productos farmacéuticos gque contengan Unicamente €
enantiomero biol 6gicamente activo y no la mezclaracémica, siendo prohibida, en un futuro
no muy legjano, la presencia del racémico incluso en aguellos casos en que parezca ser

inocuo lapresenciadel biol6gicamente no activo.

Los grandes avances producidos en la sintesis de compuestos épticamente puros. De
manera que es posible la produccién de grandes cantidades de enantiomeros mediante €l
uso de sintesis quimica asimétrica, cinética enzimatica, cristalizacién enantioselectiva o
cromatografiaquiral. Entre estos métodos la aplicacion de enzimas 0 microorganismos esta
aumentando considerablemente (Klibanov, 1990; Schoffers ef al., 1996).
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De entre los muchos compuestos que actualmente se resuelven via enzimatica se va a

centrar € estudio en la resolucién de &cidos 2-aril-propionicos (profenos). En latabla 1.12 se

recogen los principales componentes de este grupo.

Compuesto Formula Estructura
Acido 2-fenil C9H1002 / \
propiénico
HG —
(0]
Ibuprofeno Ci3Hi:0; < 02 -
(=]
Naproxeno C14H1405 :
l \ \ OH
~, e °
K etoprofeno Ci6H1403 i
(T T
s s
oH
[a]
Flunoxaprofeno | C16H1,FNO3 o Z 3 VY
SN | % —/
Benoxaprofeno | C;6H;2CINO3 ®
: YO/
=X
o
S
Flurbi profeno C15H13F02 ]

— OH

\ /

F

7\

Tabla 1.12: Estructuras de algunos de acidos 2-aril propi6nicos resueltos con lipasas.
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Estos compuestos forman un importante grupo de farmacos antiinflamatorios no
esteroidales, conocidos bajo las siglas NSAIDs (“non-steroidal anti-inflamatory drugs'). Su
actividad farmacol 6gica reside principalmente en e (S)-enantiomero (Hutt y Caldwell, 1984).
Por ejemplo, se ha demostrado que € (S)-ibuprofeno es 160 veces mas activo que d (R) en la
inhibicion de la sintesis de la prostaglandina in vitro (Adams et al.,, 1976). Ante estos
resultados queda manifiesto € gran esfuerzo que se esta produciendo para conseguir sintetizar
el enantibmero de interés puro, a pesar de que a excepcion dd (S)-naproxeno y € (S)-
flunoxaprofeno se estan utilizando en los productos terapéuticos como mezcla racémica.

De entre toda esta familia de compuestos € estudio se centrard en € é&cido 2-fenil
propionico, como € precursor de lafamilia, y €l ibuprofeno. El ibuprofeno, como integrante
de lafamiliaNSAIDs, es un agente antiinflamatorio no esteroidal usado en e tratamiento de
la artritis y otras enfermedades similares (Davies y Avery, 1971; Hamman et al., 1997,
Yoshida et al., 1997). Por otro lado, laresolucién de llevara a cabo mediante esterificacion de

estos acidos con un acohol lineal en medio organico.

1.7.5.2. Factores que afectan aestetipo de reacciones

Los principales factores que afectan a este tipo de reacciones de sintesis, en las que
intervienen un &cido organico de naturaleza quiral y un alcohol en medio organico, se pueden

resumir en los siguientes puntos:

Naturalezay fuente de la enzima (microbiana, extraccion de 6rganos de animales, etc.).
Tipos de acoholes y acidos utilizados.

Relacién acido-alcohol empleada.

Concentracion de la enzima.

Concentracién de los substratos.

Factores fisicos externos (temperatura, agitacion, etc.).

Tipo de disolvente.

Influencia del agua.

© © N o g bk~ WD~

Tiempo de reaccion.

10. Modificacion de la enzima.
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El comentario de estos puntos se va a centrar en la utilizacién de lipasas microbianas
para la sintesis de esteres de &cidos 2-aril-propidnicos, y particularmente e ibuprofeno. Es
importante sefidlar que estos factores citados pueden afectar tanto a la velocidad de
esterificacion como ala enantioselectividad. No siempre la mayor velocidad de esteriflcacion
proporcionara la maxima enantioselectividad. Por este motivo, como la enantiosel ectividad
suele ser e factor determinante, las condiciones 6ptimas no siempre coinciden con las de la

maximavelocidad de esteriflcacion.
Fuentes de lipasas microbianas

Existe un gran nimero de microorganismos productores de lipasas cuyos preparados
enzimaticos se pueden obtener comercialmente de diversos proveedores. De hecho Mustranta
(1992) realiz6 un amplio estudio para determinar € tipo de lipasas mas adecuado para la
resolucion del ibuprofeno racémico mediante la esterificacion en medio organico. En latabla
1.13 se recogen los preparados utilizados ampliados con los utilizados por otros grupos de

investigacion.

Suministrador Origen microbiano
Biocatayst (UK) Candida rugosa
Geotrichum candidum
Rhizopus arrhizus
Aspergillus niger
Penicillium cyclopium
Amano Pharmaceutical (JP) Aspergillus niger
Candida rugosa
Pseudomonas fluorescens
Mucor javanicus
Sigma (USA) Rhizopus arrhizus
Candida rugosa
Extracto de pancreas porcino
Meito-Sangyo (JP) Candida rugosa
BDH (UK) Candida rugosa
Novo Industri (DM) Rhizomucor miehei (Lipozyme® IM)
Candida antéarctica (Novozyme® 435)

Tabla 1.13: Principales|ipasas comercial es probadas paralaesterificaci on de acidos 2-aril-
propiénicos en medio organico (Mustranta, 1992).
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De todos estos preparados enzimaticos los Unicos que fueron capaces de redizar la
sintesis del ibuprofeno fueron los derivados de Candida rugosa, Mucor javanicus, y los
preparados de Novo Industri de Khizomucor miehei y Candida antarctica, catalizando
preferenciamente la esterificacion del S-enantiomero. Mustranta (1992) centré sus estudios
en € prepaado de Candida rugosa por la mayor enantioselectividad mostrada en
comparacion con la de Khizomucor miehel bajo las mismas condiciones de ensayo. Pero
también existen estudios interesantes de la resolucion del ibuprofeno con Mucor javanicus
(Goto et al, 1996), Rhizomucor miehei (Lépez-Belmonte et al, 1997) y Candida antarctica
(Arroyo y Sinisterra, 1994).

Es muy curioso también ver las diferencias manifiestas entre los preparados
suministrados por los diversos proveedores. Si bien esta dispersion podria entenderse entre
diferentes suministradores, se han encontrado discrepancias en las propiedades cataliticas de
un mismo suministrador dependiendo del lote utilizado. Estas variaciones muchas veces no
0lo deben imputarse d suministrador, sino también a la manipulacién del preparado y &

almacenamiento del mismo (Tsa y Dordick, 1996b).

Mustranta (1992) presenta una interesante tabla de comparacion entre la lipasa de
Candida rugosa en funcién del suministrador. Los pardmetros de comparacion utilizados

fueron:

1. Laactividad lipolitica determinada a partir de lareaccion de hidrdlisis del aceite de olivay
expresada en unidades de actividad por mg.

2. El contenido en proteina como % en peso seco utilizando € método de Lowry.

3. El rendimiento de lareaccion de esterificacion 12mM de ibuprofeno, utilizando acohol

amilico 24 mM en n-hexano y expresado corno pumol/g de lipasa.

Los resultados se recogen en la tabla 1.14. En dichatabla se observa una correlacion
entre los valores de actividad de hidrodlisis frente a aceite de oliva con los de esterificacion de
ibuprofeno, mientras que esta correlacion no existe en el caso del contenido en proteinatotal.

Segun esto, una medida de actividad lipolitica seria mas representativa que una de proteina

total.
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Sumini strador A. Lipolitica (U/mg) Proteina (%) Rendimiento dela
(aceite de oliva) esterificacion de
ibuprofeno

(umol/g de lipasa)
Biocatalyst 670 100 480
Meito-Sangyo 750 129 432
Amano 145 9.0 168
BDH 77 7.3 48
Sigma 85 7.0 24

Tabla 1.14: Comparacion de lalipasa de Candida rugosa dependiendo del  suministrador.

Tipos de alcoholes y acidos utilizados.

Con relacion a tipo de acohol, en general se puede afirmar que, independientemente
del origen de la lipasa microbiana, la méxima velocidad de esterificacion se obtiene para
acoholes primarios, disminuyendo para alcoholes secundarios y siendo nula para acoholes
terciarios. Esta tendencia se observa con Candida rugosa (Mustranta, 1992) Rhizomucor
miehei (Lopez-Belmonte et a/., 1997) y Candida antérctica (Arroyo y Sinisterra, 1994).

Si se compara e efecto del nimero de aomos de carbono de los alcoholes primarios
lineales, se observa que los alcoholes de cadena corta (metanol, etanol) presentan una baja
actividad ya que son capaces de deshidratar la enzima (Gorman y Dordick, 1992). No tan
claraes la seleccion entre €l propanol o € butanol y uno de cadena mas larga como € octanol,
obteniéndose resultados contradictorios en funcion de la lipasa microbiana utilizada. La
utilizacion de acoholes ramificados cortos como e 3-metil-1-butanol provocan una
importante disminucion de lavelocidad de esterificacion, debido a impedimentos estéricos, de
manera que el radical metilo en la posicion 3 puede impedir el acercamiento del alcohol a
centro activo de la enzima.

Parece claro que serén los alcoholes hidrofébicos los més apropiados para ser
reconocidos por €l centro activo de la lipasa debido a su conocida naturaleza hidrofébica. No

obstante éste no debe ser el Gnico parametro considerado y parametros como la geometria de
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los acoholes deben ser también tenidos en cuenta. En cuanto a la enantioselectividad el
acohol puede influir de manera importante. Asi con Lipozyme las largas cadenas lineales
parecen incrementar la enantioselectividad. Estos resultados estarian de acuerdo con los
observados en la esterificacion del acido octanoico con diferentes alcoholes quirales (Gatfield,
1984). Como conclusién los acoholes mas comunmente utilizados para la resolucion del

ibuprofeno son propanol, butanol y octanol.

Aunque nuestro estudio se centra en la resolucion del ibuprofeno se han realizado
estudios con otros &cidos 2-aril-propionicos. Concretamente con Lipozyme Lépez-Belmonte
et al. (1997) obtienen que & rendimiento sigue € siguiente orden después de 72 horas de
operacion:

Ibuprofeno > naproxeno > ketoprofeno > &cido 2-fenil-propidnico

Edtatendencia es diferente para el Novozyme (Arroyo y Sinisterra, 1994) igualmente

después de 72 horas de operacion:
Ketoprofeno > ibuprofeno > &cido 2-fenil-propio6nico > flurbiprofeno> naproxeno
Independientemente de los rendimientos y del origen del preparado enzimético la
enantiosel ectividad expresada como relacién o “enantiomeric ratio” es baja en todos los casos,

puesto que no supera el valor de 4.

A destacar que si bien la resolucién es mayoritariamente del S-enantiomero, en € caso

del ketoprofeno € enantiémero mayoritario que se resuelve es el R-enantiomero.

Relacion acido-alcohol empleada.

Generamente se trabaja con exceso del compuesto no quiral, que en la reaccion a
estudio seria e acohol con objeto de asegurar la completa conversion del reactivo

enantiomérico. En labibliografia se recogen relaciones desde 1:1 hastaun méximo de 1:4.
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Concentracion de la enzima

Existe un Optimo de concentracion del preparado enziméatico a utilizar. Este optimo
corresponde a la maxima productividad expresada como pmoles de producto/substrato
(producido-consumido) por mg del biocatalizador y hora. En la préctica se observa que a
partir de una determinada concentracion de la enzima la conversion final o laevolucion de la

curva del éster producido frente al tiempo es constante.

Algunos autores comentan que cuanto mayor sea la concentracion de la enzima se
puede observar una disminucion en la enantioselectividad. De todas maneras este es un efecto
presente cuando se comparan diferentes cantidades de enzima utilizadas a un mismo tiempo
de reaccion, basicamente porque para altas concentraciones de enzima la conversion supera el
50% y por consiguiente se estd sintetizando € éder del R-enantibmero una vez que
préacticamente se ha consumido todo € S-enantiomero. Este descenso de enantiosel ectividad

no seriatal y se podria evitar simplemente parando la reaccion antes.

Aunque es dificil comparar entre las diferentes enzimas, en latabla 1.15 se presentan

las cantidades utilizadas por diversos autores.

Fuente Preparado enzimético | Volumen de | Cantidad utilizada
Bibliogréfica reaccion (ml) (mQ)
Mustranta (1992) C. rugosa (Biocatayst) 40 100-500
Arroyoy Sinisterra | Candida antarctica 10 100-500
1994) Novozyme435 (Novo)
Kim y Lee (1996) C. rugosa (Sigma) 10 300-500
Goto et al. (1996) C. rugosa (Amano) - 0.2 g/l
M. Javanicus (Amano)
Loépez-Belmonte et | Rhizomucor miehei 10 300-700
al. (1997) Lipozyme IM20 (Novo)
Tsai etal. (1997) C. rugosa (Meito Sangyo) 25 250

Tabla 1.15: Cantidadesutilizadas de diferentes preparados delipasas comerciales.
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De la tabla 1.15 se desprende que la concentracién de enzima utilizada esta
comprendida entre 25 g/l y 70 g/l s exceptuamos la Ultima referencia. Siendo un valor
bastante coman 30 g/1.

Concentracion de los substratos

Es otro de los puntos a optimizar dependiendo de la enzima utilizada y de la reaccion
en gue se aplique. Se han observado efectos inhibitorios a medida que se aumentan las
concentraciones tanto del acido como del alcohol. Hay que tener en cuenta que un exceso de
&cido puede disminuir e pH microambiental alrededor del centro activo de la enzima,

mientras que un exceso de alcohol puede desnaturalizar laenzima.

Las méaximas concentraciones de &cido referenciadas en la bibliografia han sido de
125mM utilizando idéntica concentracién de alcohol. (Lopez-Belmonte et al., 1997). No
obstante generamente las concentraciones de &cido suelen ser menores, de orden de 50 mM,
y en algunos casos extremadamente bajas 3mM (Tsai et al., 1997). Laimportancia de trabajar
a las mayores concentraciones posibles es clara desde e punto de vista de aplicacion

industrial del proceso.

Factores fisicos externos

La temperatura es uno de los factores externos més estudiados debido a su influencia
en la actividad enzimatica. Generalmente un aumento de la temperatura supone un aumento
de la velocidad de reaccidon, siempre que no se produzca la desactivacion térmica de la
enzima. Sin embargo este efecto es contrario s se sigue € criterio de favorecer la
enantioselectividad. Esta se encuentra favorecida a temperaturas bgjas. A atas temperaturas
se puede producir la"deformacion™ del centro activo, 1o que setraduce en unaflexibilidad del
reconocimiento del substrato. Mientras que a bajas temperaturas el centro activo se

encontrariamésrigido. Por consiguiente serd un parametro aoptimizar.

No obstante, hay otros factores externos que pueden determinar la temperatura a
emplear como el punto de ebullicion del disolvente o de los substratos/productos que
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determinara el Optimo de temperatura. Generalmente la temperatura utilizada se sitla
alrededor de los 40°C.

La agitacion es un factor menos estudiado y que aparentemente entre 300 y 700 rpm
(con agitacion magnética) no parece afectar significativamente a las prestaciones de la

reaccion enzimatica.
Tipo de disolvente

El estudio de la naturaleza del disolvente ha sido fuente de muchos trabgjos y se ha
demostrado la gran influencia que tiene sobre la actividad y estabilidad de la enzima
(Kvittingen, 1994; Carrea et al., 1995; Ducret & al., 1998). Es un hecho que la actividad
catalitica de las lipasas microbianas en medios organicos es mayor en disolventes no polares

gue en disolventes de naturaleza mas hidrofilica, incluso miscibles en agua.

El parametro que se utiliza para cuantificar la relacién entre la hidrofobicidad y la
hidrofilicidad es €l log P, que corresponde a coeficiente de particion del disolvente entre e
sstema de dos fases 1-octanol/agua. En la tabla 1.16 se recogen los vaores de log P para

diversos disolventes.

Disolvente | LogP
Acetona -0.25
Dietileter 0.85
Cloroformo 2.00
Tolueno 2.50
Pentano 3.00
Ciclohexano | 3.20
n-Hexano 3.50
Heptano 4.00
| sooctano 4.50
Decano 5.60

Tabla 1.16.: Vaores delog P para distintos disolventes (Laane et al., 1987).
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El valor de log P por debajo del cual no se observa actividad enziméatica dependera del
tipo de lipasa microbiana. Por gjemplo, para Lipozyme® IM20 de Novo Nordisk (lipasa de
Rhizomucor miehei) Slo aparece actividad por encima de valores de 2, mientras que para
Candida rugosa €l valor minimo es del orden de 3. Estas variaciones sejustifican por e hecho
de que para disolventes por debajo del valor de 2 del log P, los disolventes son capaces de
separar €l aguaesencia de las enzimas, quejuegaun papel primordial en el mantenimiento de

la conformacion nativa de la enzima (Redow ez al., 1992).

Las diferencias observadas para preparados diferentes no solo se deben a diferente
origen microbiano, sino que también tienen una fuerte dependencia de si se trata de enzimas
inmovilizados o libres. En el primer caso, €l soporte es un factor muy importante ya que
muchas veces actla de reservorio de agua, impidiendo la pérdidade la capa de hidratacion. En
el segundo caso, cuando los enzimas son libres, también hay que tener en cuenta los
estabilizantes, conservantes y otros compuestos que acompafian a la mayoria de enzimas
comerciales cuya naturaleza es habitualmente hidrofilica y que, por tanto, pueden ayudar a

preservar € agua quetiene laenzima.

Larelacion entre log Py laconversion parece clara, cuanto mayor es log P mayor es la
conversion. No obstante, esta correlacion es mucho més difusa al compararse con la
enantiosalectividad, en cuyo caso no existe una relacion clara. Estudios recientes (Ducret et
al., 1998) con lipasaB de Candida antarctica atribuyen diferencias de enantiosel ectividad y
conversion a la conjuncién de dos factores como son € log P y la actividad de agua del
medio, ademas de sugerir € uso de otras caracteristicas del disolvente, como la constante
dieléctrica, €l indice normalizado de acotacion de electrones o la solubilidad de Hildebrand

COMo parametros de comparacion.

Los disolventes més utilizados son isooctano y n-hexano, este Ultimo pese atener un
log P menor y menores prestaciones (Vazquez-Lima et al., 1995) es muy utilizado debido a su

amplio uso en procesosindustriales (Mustranta, 1992).
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Influencia del agua

El efecto dd agua en reacciones en medio organico ha sido objeto de estudio en
multitud de reacciones y en todo tipo de procesos (Vazquez-Lima et al., 1995, Furutani €t al,
1997; De Castro y Gago, 1998), dando lugar a un conjunto de sistemas cuya funcion es la de
controlar este factor.

Wehtje et al. (1997) recogen diversos sistemas de eliminacién y control de la actividad
de agua para sistemas en discontinuo y continuo con diferentes configuraciones, por gemplo,
para un reactor de lecho fijo proponen acoplar un sistema compuesto de un primer reactor sin
control de actividad de agua donde se alcanza una parte de la conversién, seguido de una
trampa para eliminar el agua que forma una fase diferente del medio y tras esto un segundo
reactor de silicona permeable sumergido en una disolucion con actividad de agua constante

donde se dcanzauna conversion fina del orden del 95 % (Fig. 1.13).

Fig. 113 Sistema de control de actividad de agua disefiado por Wehtje et al. (1997).

Otros autores disefian diversos sistemas de control o eliminacion de agua, como son
evaporacion o pervaporacion (Van der Padt et o, 1993, Kwon et a/., 1995) mediante el
acoplamiento de condensadores, la adicion de tamiz molecular (Vézquez-Lima et al., 1995;
Han y Rhee, 1998) 0 ajustando € medio de reaccion a una actividad de agua fijada por €
contacto con una sal de hidratacién conocida (Svensson et al., 1994; Dudal y Lortie, 1995).
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En e caso de la esterificacion de los acidos 2-aril propidnicos, e contenido de agua
del medio hasido objeto de discusién por lo que serefiere asu efecto en laconversiény en la
ehanti oselectividad. Asi, para la esterificacion del ibuprofeno, Mustranta (1992) sefiala que
usando enzima libre, la presencia de agua disminuye la conversion por la reversibilidad de la
reaccion, asimismo, con lipasa de Candida rugosa, |la enantioselectividad era menor cuanto
mayor era el contenido en agua, explicando esto en términos de rigidez de la enzima. Por otro
lado, Kim y Lee (1996), utilizando también lipasa de Candida rugosa para la resolucion del
ibuprofeno encuentran que afiadiendo silica gel y diferentes porcentges de agua a distintos

disolventes, incrementan la enanti osel ectividad hasta 16 veces.

Lépez-Belmonte et al. (1997) han descrito recientemente con lipasa de Rhizomucor
miehei (Lipozyme IM 20) parala esterificacion de ibuprofeno en ciclohexano que realizando
un disefio de experimentos factorial el factor masinfluyente en el rendimiento de lareaccion
era el contenido en agua del medio, viniendo este contenido regulado por la capacidad del

soporte deinmovilizacion de captar parte del aguaformada.

Por otro lado, Ducret et al, (1998) hacen un estudio riguroso de la esterificacion del
ibuprofeno con lipasa de Candida antarctica tipo B (Novozym 435) con distintas actividades
de aguay su influencia en la enantiosel ectividad obtenida. En este trabajo se constata como
cada enantiomero presentaun comportamiento distinto avariaciones en el contenido de agua,
resultando asi una dependencia entre la enantioselectividad y € contenido en agua. Asi, con
disolvente hidrofbicos con actividad de agua controlada se obtiene una mayor conversion,
pero los mejores resultados en términos de enantiosel ectividad se obtiene con disolventes mas

hidrofilicos.

Por ultimo, sefialar que recientemente el empleo de las isotermas de adsorcion de agua
tanto de enzimas libres como inmovilizados se hademostrado como unaherramientaltil para
predecir las necesidades deaguay el comportamiento delos preparados enzi méti cos en medio
organico (De laCasaet al., 1996).
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Tiempo dereaccion

Egte es un factor muy variable y que dependera en gran medida de |la carga enzimatica
utilizada, y de otros factores clave como lipasa utilizada, contenido de agua, disolvente,
temperatura, etc. pero recopilando los trabajos sobre el tema se puede generalizar a que un
tiempo minimo de reaccion estara entre las 24 y las 48 h, mientras que la mayoria de casos se
Sitlia entre las 100 y 200 horas, pudiendo llegar hasta 500 horas de reaccion.

Modificacién de la enzima

Algunos autores proponen algun tipo de modificacién de la enzima para la megjora de
la actividad enzimatica. Asi, para la esterificacién del ibuprofeno Goto et al. (1996)
desarrollan un biocatalizador a partir de la interaccién entre la enzima y un surfactante,
obteniendo aumentos importantes en la conversion para las lipasas de Mucor javanicus 'y
Candida rugosa pero sin describir una importante mejora en la enantioselectividad. Otros
autores también describen la adicién de surfactantes para mejorar la productividad y

selectividad en laresolucion del naproxeno (Tsai et al., 1996a).

Otra posibilidad descrita en la bibliografia es el empleo de los denominados CLEC
("cross-linked enzyme crystal”). En concreto, Lalonde et al. (1995) describe e uso de este
tipo de cristales de lipasa de Candida rugosa en la resolucién de &cidos 2-aril propionicos,
obteniendo mejoras en la estabilidad de la enzimay en la enantioselectividad de lareaccidn.

En este capitulo también se puede incluir las modificaciones originadas a utilizar las
lipasas inmovilizadas covalentemente. En este tipo de inmovilizacion se produce siempre una
modificacion quimica en alguno o algunos aminoacidos de la proteina, 1o que puede provocar
cambios en la actividad y enantioselectividad de la enzima (Sanchez et al., 1996; Moreno et
al., 1997).

Otro tipo de modificaciones son las originadas por € hecho de tratar la enzima con
disolventes polares de cadena corta. Asi, Chamorro et al. (1998) describen como €

tratamiento del crudo de lipasa de Candida rugosa proporcionado por Sigma con disolventes
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orgénicos polares de cadena corta (metanol, etanol, 1y 2-propanol, 1 y 2-butanol y acetona)
origina mejoras en la actividad tanto en reacciones de hidrélisis como en reacciones de
esterificacion y transesterificacién en las que participa € ketoprofeno. Los autores sugieren
gue este tratamiento modifica la enzima por apertura de la tapa descrita por Grochulski et al.
(1994).

1.7.6. Resolucion de trans-2-fenil-ciclohexanol con lipasas

El interés de este producto es debido a que se trata de un auxiliar quiral utilizado en
procesos de induccién asimétrica que se puede obtener de forma enantioméricamente pura por
via enzimatica y que permite la substitucion de otros productos como 8-fenil-mentol (Novak y
Zemis, 1985).

En la bibliografia existen pocas referencias en las que se haga referencia a la
resolucién de este compuesto mediante lipasas. En concreto Basavaiah y Rao (1994) usando
esterasa de higado de pollo en reaccion de hidrélisis obtuvieron purezas enantioméricas
superiores a 99 % para conversiones entre el 20 y el 30 % pero con tiempos de reaccion del
orden de 10-12 dias.

Més recientemente, Carpenter et a/. (1996) describen la resolucion del frans-2-fenil-
ciclohexanol utilizando Lipasa Amano PS30 (Pseudomonas cepacia) y obteniendo resultados

superiores a 99 % de exceso enantiomérico.
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1.8. Vaoracion econdmica de procesos

1.8.1. Estimacion de las partidas necesarias

Una metodologia descrita para la evaluacion de procesos quimicos se detalla en los
trabgjos de Vian (1991) y Peters y Timmerhaus (1980). Esta metodologia consta de los

siguientes passos.

1. Estimacion de las ventas: conociendo € precio del producto en € mercado o bien
estimando su valor a partir de la rentabilidad que se quiera obtener con € proceso y
conociendo los coges totales. Otra opcion es a partir de coeficientes de giro que

relacionan las ventas con € valor del inmovilizado (Vian, 1991).

2. Estimacién de la partida de inmovilizado: incluye los equipos necesarios para la
construccion de la planta y aunque existen diferentes métodos aproximados como
coeficientes de giro o lareglade Williams (Vian, 1991) lamejor evaluacién es determinar
el precio de mercado de los equipos que se vayan a utilizar en €l proceso. En € trabgjo de
Happd y Jordan (1981) se presentan abundantes técnicas y datos para estimar € valor de
edta partida.

3. Estimacién del capital circulante: referido el capital que entra en el ciclo de produccion
pero que es retornado incluye valor de materias primas en existencia, de productos aln no
cobrados, en almacén o en ciclo de produccién asi como repuestos y existencias en caja,

bancos o valores. Suele estimarse como un porcentagje del inmovilizado (Vian, 1991).

4. Estimacion de costes: 1os costes se dividen en dostipos que a su vez se dividen en varios
subtipos:
a) Codesdefabricaciéon: que sedividen en:
Costes directos. asociados directamente a lafabricacién del producto:
- Materia prima
- Mano de obra directa
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- Patentes
Costesindirectos: no asociados a producto:
- Mano de obraindirecta
- Servicios generaes
- Suministros
- Conservacion
- Servicios generales
- Mantenimiento
- Laboratorio
- Envasado
- Expedicion
- Directivos y técnicos
- Amortizacion
- Alquileres
- Impuestos
- Seguros
b) Costes generales:.
- Gastos comerciales
- Gerencia
- Gadtos financieros

- Investigacién y serviciostécnicos

Lamayoriade los costes se determinan en base a valor de lapartida deinmovilizado,
asignandoles un porcentaje de esta partida. Distintos criterios de evaluacion de los costes se

presentan en los trabgjos de Vian (1991) y Peters y Timmerhaus (1980).

El valor de la partida de amortizacion suele determinarse aparte y corresponde a
repartir a lo largo de los diferentes ejercicios el coste total de la partida de inmovilizado.
Existen distintos criterios de amortizacion, constante, regresiva, suma de digitos, saldo

decreciente que se aplicaran en funcion de las necesidades del proceso (Vian, 1991).
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1.8.2. Calculo de Net Cash Flow (NCF) y Rent Discounted Cash Flow (RDCF)

Una vez conocidas las distintas partidas necesarias para la evaluacion dd proceso, la
rentabilidad de un proceso se suele evauar por € valor del RDCF ("Rent Discounted Cash
Flow") que es € valor dd interés parad cua € valor actud neto (VAN) de todos los ingresos
y desembolsos es nulo para lainversion propuesta. En funcion de este valor se decidira si la

inversion es lo suficientemente atractiva.

Un andlisis detallado del calculo y significado del RDCF se presenta en € trabajo de
Richart (1977). En general, € RDCF sera € valor de i que hace que la ecuacion (11) se
cumpla

¢ .
VAN =3 NCE o qu

j=0 (1 + i)]

dondei es el vaor del RDCF que queremos calcular, t es e valor en afos que dura € proceso
(su vida esperada) y NCF ("Net Cash Flow") e movimiento neto de caja para cada afio que se

puede calcular de forma simple como:

NCF = Beneficios netos- Capital Inmovilizado  + Capital Circulante ©”
* Sudeaplicarsed afio O

** De dgno negativo en € afo 1y de signo positivo en  afiot

Beneficios netos = Base imponible:(100-% de Impuestost~)/100

* Se empiezan apagar en € afio 2
Base imponible = Ventas - Costes - Amortizacion
paracadaafioj se calculael valor del NCF que después se actualiza con € factor 1/(1+iy para

cada afo. La sumade NCF actualizados es |o que se conoce como VAN y el valor de i parael

gue & VAN es cero se conoce como RDCF.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal del trabajo es lautilizacion de las lipasas producidas por Candida rugosa
mediante fermentacion a escala piloto en la resolucion de compuesto quirales con

aplicabilidad en la industria farmacéutica.

Este objetivo general consta de los siguientes objetivos parciaes:

1. Desarrollo de la mejor secuencia de separacion para la obtencién de la enzima en estado

solido apartir del medio de fermentacidn con la menor pérdida de actividad posible.

2. Estudio econdmico de la viabilidad del proceso de produccion de lipasas de Candida

rugosa mediante fermentacion.

3. Caracterizacion y purificacion de las diferentes proteinas que contiene el preparado
solido obtenido y comparacién con las descritas para lipasas de Candida rugosa

comerciaes.

4. Utilizacion de la lipasa UAB libre en reacciones de sintesis en medio organico y
comparacion de la actividad catalitica de la lipasa UAB en estos medios con lipasas de

Candida rugosa comerciales.

5. Disefio de una biocatalizador con lipasas UAB inmovilizadas en algun soporte que
permita su uso en medio organico y su recuperacion del medio. Comparacion con lipasas

comerciales inmovilizadas.

6. Puesta apunto de los métodos analiticos y de calculo necesarios para € seguimiento de
las reacciones de sintesis de naturaleza quiral, asi como de la optimizacion de las

condiciones de reaccion.
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7. Utilizacion de lalipasaUAB inmovilizada en la resolucion de compuestos quirales de
interés farmacéutico. Resolucion de derivados 2-aril propionicos y dd frans-2-fenil-
ciclohexanol mediante esterificacion en medio organico. Determinacion de las

condiciones Optimas de reaccion.

8. Disefio de un sistema en continuo parala produccién de compuestos enantioméricamente
puros mediante lipasas UAB y comerciales. Estudio de la estabilidad del reactor,

descripcion de un modelo deflujoy reutilizacion de la enzima.

U



3. MATERIALES Y
METODOS
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3.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1.1. Fermentacion

3.1.1.1. Montgje experimental de la fermentacion

Para € crecimiento de la levadura y correspondiente produccion de lipasas se

emplearon los siguientes fermentadores:

Un fermentador Braun Biolab de 1.5 litros de capacidad maxima, con 0.5 litros de
volumen detrabajo.
Un fermentador Braun Biostat E de 6.4 litros de capacidad méxima, con 5 litros de
volumen de trabajo.
Un fermentador Braun Biostat UD con cuba de acero inoxidable de 70 litros de volumen

méximo y un volumen de trabajo de 55 litros.

El fermentador posee diversos médul os de control de variables de proceso que permiten

fijar diferentes puntos de consigna. Las variables sobre las que setiene posibilidad de realizar

una accion de control son:

Temperatura: 30°C.

Porcentgje de oxigeno disuelto: 30-40 % de saturacion.

pH: 6.3.

Control de lavelocidad de agitacion: 500 rpm paratodos los casos excepto en el Braun
Biostat UD donde setrabajé a400 rpm.

Asimismo, la adicién de la fuente de carbono (&cido oleico) se realiza mediante una

microbureta Crison microBUR 2031. Permite el empleo de jeringas de diferentes volimenes

utilizandose una jeringa Hamilton modelo 1001 TLL de 1 ml de capacidad tota. Para €l

fermentador Biostat UD se emplea unajeringa de 2.5 ml de capacidad total. Dispone de una

entrada RS232 1o que permite la comunicacion con el ordenador principal que gestionara los

volimenes adicionados y la frecuencia de adicion.
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Como otra instrumentacion utilizada cabe sefialar:

- Camarade flujo laminar Telstar BH-10.

- Autoclave Hirayima manufacturing corporation HA-30.

- Autocl ax)e P-Selecta

- Microscopio Olympus BH-2.

- Microscopio Zeiss Axioskop.

- Estufade inoculacién de placas Memmert: Edelstarht Rost Frei.

3.1.1.2. Medio v reactivos de la fermentacion

Reactivos de fermentacion:

- Aguadesionizada

- Extracto de malta Adsa-Micro
- Extracto de levadura Pronadisa

- Triptona Adsa-Micro
- Agar bacteriologico Adsa-Micro

-  KH,PO, Panreac paraandlisis

- K;HPO, Panreac paraandlisis

- NaHPO4.12 H,0 Panreac para andlisis

- (NH4)2SO04 Panreac paraandisis

- MgS047H,0 Panreacpurisimo

- NH4OH 30% Panreac paraandisis

- FeCl3:6H,0 Panreac purisimo

- Inositol Flukaparamicrobiologia
- Biotina Fluka paramicrobiologia
- Tiamina-HCI Fluka paramicrobiologia
- Antiespumante Braun Biotech

- Acido oleico Sigmapurisimo

El medio de cultivo estd formado por una solucion basica de composicion por litro: KH,POy4, 15
g, K2HPO,, 5.5 g; (NH4)2804, 4 g; MgS04.7H,0, 1 g; biotina, 0.008 mg; tiaminaHCI, 0.2 mg;
inositol, 0.004 mgy FeCls, 10 mg.
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3.1.1.3. Mantenimiento delalevadurav sistemade inéculos

En ede trabgjo se ha utilizado la levadura Candida rugosa ATCC 14830. La levadura
era mantenida a —20°C en anillos porosos en glicerol, mediante e kit Microbank® de Pro-Lab
Diagnostics. La cepa es traspasada a una placa de petri conteniendo agar con extracto de malta
donde es incubada durante 48 h a 30°C. Esta siembra de placas se realiza por triplicado. A partir
de una de las placas se inocula una botella de 250 ml con 50 ml de volumen Gtil conteniendo 2
g/l de acido oleico y € medio especificado. Las botellas se redizan por duplicado y su tiempo
de inoculacion se fijaen 24 h. A partir de una de las botellas se inocula € fermentador Braun
Biolab de 0.5 1 de volumen conteniendo 4 g/l de &cido oleico y € medio especificado. En esta
fermentacion, cuya duracion es de 24 h, no setiene control del pH ni del oxigeno disuelto. Los
0.5 1 de este fermentador sirven de inoculo para €l Braun Biostat E, donde se repite la operacion
en discontinuo llevada a cabo en e fermentador Braun Biolab pero con 5 1 de volumen, que

serviran de inoculo para el fermentador piloto Braun Biostat UD.

En este fermentador, un proceso en discontinuo de 2 g/l de &cido oleico precede a la
operacion en fed-batch a caudal de adicion constante de 0.2 g/(h-1 fermentador). Este cauda se
afiade mediante una microbureta programada. La duracion del proceso en discontinuo es del
orden de 10 h, mientras que la del fed-batch es del orden de 30 h. En las dos Ultimas etapas de la
fermentacion, se sigue un control riguroso de los parametros fisicos de sistema, como
temperatura, pH, oxigeno disuelto y dgitacién, asi como de los pardmetros biologicos, de los

que se sguen biomasa, actividad lipoliticay observaciones a microscopio.

Una descripcion detallada del sistema experimental de fermentacion y de la
instrumentacion desarrollada se encuentra en |os trabajos de Gordillo (1996) y Sanz (1998).
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3.1.2. Separacion

Parala separacion de lalipasa del medio de cultivo se utiliz6 la siguiente instrumentacion:

1) Centrifugacion: centrifuga en continuo Westfalia Separator AG (CSA 1-06-475)
trabajando a 3000g y 20 I/h. Para volumenes menores de 5 litros se utilizaron las
siguientes centrifugas:

- Centrifuga Kontron Analytical Centrikon/H-401.

- Centrifuga Heraeus Sepatech Megafuge 1.0.

- Centrifuga Beckman J2-21M/E.

2) Microfiltracién 0.45 um: Minitan® Millipore con 4 membranas PVDF 0.45 um de corte.
Paravolumenes menores a5 1 se puede utilizar un sistematradicional de filtracion al vacio
mediante filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/F) de 0.45 um de tamarfio de poro.

3) Ultrafiltracién 10 kDa: Centrasette® Pall Filtron con 1 membrana OMEGA 10K de corte.
Otros sistemas alternativos para vol Umenes menores son |0s siguientes:

- Sgtema Minitan® Millipore equipado con 4 membranas PMNL de 10 kDa de corte para
volumenes no superioresab 1.

- SistemaPrep/Scale TTF® Millipore con un PTGC 10 K 2.5 ft? Cartridge hasta 15 1.

4) Precipitacion de la proteina

- Precipitacion con etanol: la muestra setrata con 2 volimenes de etanol a 0°C. La solucién se
mantiene constantemente agitada a 0°C durante laadiciény se dgjaagitando durante 1 h. La
proteina precipitada se separa por centrifugacion a 3000g y € pellet se seca a temperatura
ambiente.

- Precipitacion con sulfato amonico: se afiaden a la muestra diversas cantidades de sulfato
(Harris and Angal, 1989). La solucion se mantiene constantemente agitada a 0°C durante la
adicion y se deja agitando durante 1 h. Laproteina precipitada se separa por centrifugacion a
3000g y & pellet se saca atemperatura ambiente.

5) Liofilizacion: las muestras se congelan previamente con nitrégeno liquido o una mezcla de
nieve carbonica/acetona y se liofilizan durante 24 h en un liofilizador Virtis Sentry 5L.
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3.1.3. Cromatografiaen FPLC

El equipo utilizado fue un FPLC System de Pharmacia Biotech equipado con dos
bombas Pharmacia LKB-Pump P-500, un controlador Pharmacia LKB Controller LCC-500
CIL, un detector de ultravioleta Pharmacia Monitor UV-M y un colector de fracciones
Pharmacia LKB-Frac-200, todo ello comandado por un ordenador con € software Pharmacia
FPLC Director 1.03.

3.1.3.1. Cromatografia de intercambio i0nico

En este caso, se utilizaron dos columnas basadas en este principio:

- Millipore DEAE Memsep® 1000 (1 ml).
- ColumnaPharmaciaHR 5/5 (1 ml) utilizando relleno Pharmacia Source® 15Q.

Para la separacion por cromatografia de intercambio i6nico se utilizaron dos métodos
distintos:

1) Méodo en escalén: se preparaban dos tampones denominados A y B de Tris-HCI 20 mM
apH=7.40. En € buffer B habia ademas, NaCl de concentracion 1 M. Con estos tampones
de seguia el patrén descrito en lafigura3.1.

2) Méodo de gradiente: se preparaban los mismos tampones pero la evolucion de la
concentracion de NaCl era en forma de gradiente. Este sistema también se muestra en la

figura3.1

La concentracién Optima de muestra inicial para este tipo de cromatografia es de 1-10 mg
polvo liofilizado/ml de buffer A, centrifugados a |0000g previamente a la inyeccion. Un
volumen de inyeccion correcto se sitta entre los 100y 500 ul.

La descripcion de ambos métodostal y como se programé con € software empleado se recoge
en e capitulo 8.13.
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Fig. 3.1.; Distintos métodos parala cromatografia de intercambio ionico.

3.1.3.2. Cromatografia de gd filtracion

En este caso, se utilizaron dos columnas;

- Columna PharmaciaHR 10/30 (24 ml) con relleno Pharmacia Superdex® 75 (separacion

entre 3y 70 kDa).
- Columna Pharmacia HiLoad® 26/60 (325 ml) con relleno Pharmacia Superdex® 200

(separacion entre 10 y 600 kDa).

La cromatografia se realizaba simplemente con un caudal fijo de un tampon Tris-HC1 20 mM
apH=7.40. La concentracion éptima de muestra para este tipo de cromatografia es de 1-10
mg polvo liofilizado/ml de buffer A, centrifugados a I0000g previamente a la inyeccion. Un

volumen de inyeccion correcto se sittlaentre los 0.5y 5 ml.
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La descripcion del método empleado tal y como se programé con € software empleado se

hallaen € capitulo 8.13.

3.1.3.3. Cromatografia de interaccion hidrofobica

El relleno utilizado en este caso fue de Phenyl Sepharose® High Performance de
Pharmacia Biotech, introducido en dos columnas Pharmacia HR 5/5 (1 ml) y HR 10/30 (24
ml) dependiendo del volumen de muestra deseado.

En este caso, se requeria la preparacion de dos tampones A y B de Tris-HCI 20 mM a
pH=7.40, con & tampon A conteniendo también sulfato aménico en una concentracion de 1.7
M. En este caso, tras 10 minutos de inyeccion de muestra en € tampdén A, se somete a la
columna a un gradiente de fuerza ionico decréciente pasando de un 100 % aun O % de
tampon A, que se substituye paul atinamente por el tampon B.

La concentracion Optima de muestra para este tipo de cromatografia es de 1-10 mg
polvo liofilizado/ml de buffer A, dejados agitar durante 30 minutos y centrifugados a |I0000g
previamente alainyeccion. Un volumen de inyeccion correcto se sitia entre los 100 a 500 pl
parala columnaHR 5/5 y 1-5 ml para la columna HR 10/30.

La descripcion del método tal y como se programé con el software empleado se halla

en € capitulo 8.13.

3.1.4. Electroforess

SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gd electrophoresis) se llevo a
cabo en condiciones desnaturalizantes de acuerdo con los protocolos descritos por Laemmli
(1970), en geles a 12 y 15 % de poliacrilamida. Las electroforesis se realizaron en un Mini
Protean® Il cell de Biorad.

Las proteinas fueron visualizadas con tinci6n de Coomassie Brilliant Blue o Nitrato de
Plata dependiendo de la concentracion de proteinay de acuerdo con los protocolos estandar.
Los polisacaridos (y glicoproteinas) fueron tefiidos con reactivo de Schiff de acuerdo con el

protocolo descrito por Jay et al. (1990).
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3.1.5. Reaccionesno quiraes

3.1.5.1. Reacciones de hidrélisis

Las reacciones de hidrélisis en medio acuoso tuvieron lugar en € fermentador Braun
Biolab con 0.5 1 de volumen de trabajo, controlando la agitacion, que se mantuvo a 500 r.p.m.
y latemperatura, que se mantuvo a40 °C.

El reactor estaba cerrado a ambiente pero con una entrada superior que se abria para
obtener las muestras que una vez filtradas eran introducidas en un bafio de agua hirviendo
durante 3 minutos con € fin de desactivar la enzima. Un blanco realizado en las condiciones

detrabajo no supuso la aparicion de hidrdlisis apreciable.

3.1.5.2. Reacciones de sintesis

Las reacciones de sintesis en medio organico tuvieron lugar en pequefios reactores de
25 m! con 10 ml de volumen de trabajo cerrados herméticamente. Latemperatura se mantuvo
a 40 °C y las concentraciones de los reactivos fueron de 100 mM s no se especifica lo
contrario. Las muedtras eran filtradas por 0.45 pm antes de ser andlizadas. Las reacciones se

llevaron a cabo en un incubador orbital con una agitacion de 250 rpm.

3.1.6. Inmovilizacion

3.1.6.1. Inmovilizacion sobre Cdita v Poliamida

Se disuelve la cantidad necesaria de preparado liofilizado para obtener 15000 U de
actividad lipolitica en 1 ml tampén Tris-HCl 20 mM a pH=7.40. Sobre este volumen se
afiaden 1 g de cdlita 545 (Fluka) y poliamida 11 (Merck) respectivamente, homogeneizando
continuamente lamezclasolido-liquido. En este mezcla, unaproporcion Optimaeslade 1l g
de soporte/mi de enzima disuelto. Una vez anadida la cantidad total de soporte se liofilizo

hasta peso constante. Laenzimainmovilizada se guardaa-20°C.
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3.1.6.2. Inmovilizacion sobre Duolite

Se disuelve la cantidad deseada de enzima a inmovilizar (para obtener 100- 1000 U/g
de soporte) en tampon Tris-HCI 20 mM apH=7.40.

El soporte, Duolite® A 568, es humedecido con etanol absoluto arazon de 6 ml/g de
soporte, y después se lava unavez con 50 mi de tampon fosfato 0.1 M apH=7.00 durante 30
minutos y dos veces con € mismo tampén pero 0.01 M durante 30 minutos. Eliminando el
liquido dd ultimo lavado ya se puede afiadir la disolucién de la enzima. Se deja agitando la
mezcla suavemente (en un roller Movil-Rod de P-selecta) durante 1 h.

Tras este periodo se filtrala mezclay se lava @ filtro 2 veces con agua destilada. El

soporte se degja secar atemperatura ambiente. Laenzimainmovilizada se guardaa-20°C.

3.1.6.3. Inmovilizacion sobre EP100

Se disuelve la cantidad deseada de enzima ainmovilizar (para obtener 100000 U/g de
soporte) en tampoén fosfato 20 mM apH=7.00.

El soporte es humedecido con etanol absoluto a razon de 3 ml/g de soporte,
Eliminando € etanol ya se puede afadir la disolucion de la enziima. Se deja agitando la
mezcla suavemente (en un roller Movil-Rod de P-selecta) durantetodala noche.

Tras este periodo se filtrala mezclay se lava € filtro 2 veces con agua destilada. El
soporte se deja secar a temperatura ambiente 0 mediante un desecador. La enzima

inmovilizada se guardaa -20°C.

3.1.7. Reacciones quirales

Dada una reaccion de sintesis quiral donde una mezcla racémica compuesta por los
enantiomeros R, S reacciona con una agente esterificante para generar dos enantiomerosRy S

del éster y agua, se definieron |os siguientes conceptos alahorade seguir unareaccion quiral:

Conversion total (X):

{acton
X = (x100)
Cester+ Ur + (s
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sendo C.qer la concentracion total de éster formado y C; y Cs las concentraciones de los
enantiomeros Ry S del reactivo respectivamente.

| En d caso de reacciones con elevada enantioselectividad se puede asumir que la
conversion respecto a enantiomero que reacciona (XA) es aproximadamente: XA = 2X, es
decir, suponer que toda la conversén se refiere a uno de los dos enantidmeros. Ambos
valores, X y XA tomaran valores desde 0 a 100. En el caso de enantioselectividad perfectay
reaccion completa: X =50 %y Xa= 100 %.

Excesn _enantiomérico (EE):

CrmCs oG
EE, = 100 EE, = %100
A ALY

el exceso enantiomérico sempre se refiere a uno de los dos enantidmeros, y puede referirse a
producto o a reactivo. En € caso estudiado, sereferiraa exceso enantiomérico dd reactivo.

El exceso enantiomérico tomaravaoresentreel Oy d 100 %.

Pureza (P):
pr=—S"_ (x100) Po=—S (x100)
Cr + Cs G+G

la pureza, d igud que & exceso enantiomérico, también se refiere a uno de los dos
enantiomeros. En e caso estudiado, se referira a la pureza del reactivo. La pureza tomara

vaoresentree Oy d 100 %.

Enantiosalectividad (E):

_InJa-x)(1 - EE)]
Inf(1 - X)(1+ EE)]

este valor relaciona la conversgon tota con € exceso enantiomérico para dar un vaor entre O
parareaccion no enantioselectiva e infinito paraunareaccion perfectamente enantioselectiva.
En términos generales, se considera una reaccion enantioselectiva a partir de vaores de E

superioresa 25.
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3.1.8. Disefio de experimentos

Por lo que se refiere a la realizacion del disefio de experimentos, se construy un
programa en lenguaje Fortran utilizando € entorno Microsoft Fortran Powerstation version
4.0 para la resolucion de las matrices que se originan en la busgueda de la funcién que
optimiza los parametros. Este software hace uso de las librerias IMSL incorporadas en el
propio entorno. Un gjemplo de programa utilizado se halla en la seccién 8.14.

Para la optimizacién de la funcion objetivo se construyd un programa usando €
mismo software, como también se describe en la seccidn 8.14.

3.1.9. Montaje de las reacciones en continuo

Como RCFP se €ligié una columna de acero inoxidable que en realidad era un
columna de HPLC (Aminex® HPX-87H Biorad) vacia de relleno y de dimensiones 30cm x
7.8mm, con lo que se obtiene un reactor de volumen real de 14.3 ml.

El montaje consistia en una entrada de alimento cuyo caudal venia regulado por una
microbureta programada para afadir cantidades fijas y precisas de alimento. La columna
estaba herméticamente cerrada y sumergida en un bafio termostatizado donde se regulaba la
temperatura. Las muestras se tomaban a la salida. Detales del montaje se presentan en las
figuras 4.8.7.a/b.

En e capitulo 8.15 se presenta e programa desarrollado para controlar la microbureta
desde el ordenador mediante €l lenguaje Borland Turbo C++ version 3.0.
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3.2.METODOSDEANALISIS

3.2.1. Fermentaciony purificacion

3.2.1.1. Determinacion de la biomasa por peso seco

Parala determinacion del peso seco sefiltraun volumen conocido de muestra al vacio
mediante un filtro de fibra de vidrio (Whatman GF/F) de 0.45 um de tamafio de poro
previamente tarado en seco. Seguidamente, se lava con 10 ml de una mezcla de dioxano-
propionico 1:1 (v/v) para arrastrar los restos de &cido oleico que pueda contener la muestray
gue interferirian en lamedida de labiomasa. A continuacion, se lava la muestra con 25 ml de
agua destilada y se coloca a 100 °C hasta llegar a peso constante (gproximadamente 12 h).

3.2.1.2. Test de actividad lipolitica por método turbidimétrico

El método consiste en € seguimiento de la variacion de la turbidez de un medio
tamponado que contiene un triglicérido, trioleina, CaCl, para formar los jabones de &cido
graso amedida que aparece el &cido oleico en el medio, y un tensoactivo, desoxicolato sodico,
que permite la formacién de la emulsion. La disminucion de la turbidez se debe a la

desaparicion de latrioleinaal ser hidrolizado su enlace éster por accion de las lipasas.

El andliss se redliza regenerando en 5 ml de tampon tris-HCl 200 mM a pH=7.40 la
emulsion proporcionada por Boehringer en su test de determinacion de lipasas (Kit 159697).
A 750 ul de este subgtrato se afladen 250 ul de muestra, se agitan previamentey se introducen
en una cubeta termostatizada a 42 °C, y se realizan lecturas de absorbancia cada 30 segundos
durante 7 minutos a 340 nm (previamente se realiza un blanco con agua destilada). Se empled

un Espectrofotometro UV-VIS Varian Cary 3.

Mediante € calibrado (ver Apéndices 8.1) se convierte € valor de la pendiente (en su
parte lineal) en unidades de actividad lipolitica/m! equivalentes al test de valoracion. Los
resultados obtenidos del valor actividad lipolitica son fiables dentro del rango de 0.2 a 0.45

U/ml. Paramuestras fuera de este rango se realizan las diluciones pertinentes.
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3.2.1.3. Andlisis colorimétrico de la actividad esterasica

Este método se basa en e seguimiento del aumento de absorbancia a 348 nm debido a
la formacion de &cido p-nitrofenilpropionico consecuencia de la hidrélisis que las lipasas

producen sobre € correspondiente éster, e p-nitrofenilpropionato (PNPP).

Reactivos

1. Disolucion 200 mM de p-nitrofenilpropionato (PNPP) en acetonitrilo guardada a-20 °C.
2. Tampon fosfato 0.05 M a pH=7.0.

3. Acetonitrilo.

Procedimiento

Se prepara una solucion que contenga un 80 % de tampoén fosfato 0.05 M apH=7.0 y un 20 %
de acetonitrilo. Se diluye e PNPP 200 mM 500 veces con la solucién anterior. Se lee a 348
nmy a25 ° C en cubetas de ultravioleta a doble haz y silempre comparando con blancos de

hidrélisis. Se empled un Espectrofotometro UV-VIS Varian Cary 3.

El volumen del ensayo es de 1 mi, 750 ul de substrato y 250 ul de muestra, se lee la
absorbancia durante 6 minutos cada 30 segundos. La pendiente obtenida se correlaciona con
la actividad esterasica dentro del rango de 0.005 a 0.030 U/ml (ver Apéndices 8.2).

3.2.1.4. Andisis de proteinatotal por € método de Lowry

El método de Lowry (Lowry et a/., 1951) se basa en la reaccion de los aminoacidos
arométicos de las proteinas con una mezcla de molibdato sédico y tugstato sodico en &cido
fosforico (que constituyen € reactivo de Folin-Ciocalteau). Los aminoécidos reducen la
mezcla de metaloacidos, produciendo unos compuestos de color azul caracteristico, cuya

intensidad es funcién de la concentracidon de aminoécidos.

Reactivos
A. Solucion acuosaNa,CO3 d 5 %.
B. Solucién acuosa de tartrato sodico potésico a 1 % en la que se disuelve CuS04.5H;0 gl

0.5 %.
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C. Reactivo deFolin-Ciocalteau 1 N en H2SOs.
D. Solucion estandar de al buminade suero bovino 400 pg/ml.
E. Solucién deNaOH 1 N.

Procedimiento
1. Seaiaden 2 ml deB en 48 ml de A inmediatamente antes de larealizacion del andliss.

N

Se prepara una curva de calibrado (ver Apéndices 8.3) a partir de la solucion D con las
siguientes concentraciones de albumina: O, 20, 40, 80, 120, 160, 240 pg/ml.

3. Aunvolumen final de muestrade 0.5 ml se afiaden 0.5 m] de E.

4. Afadir 2.5 ml de lamezclade reactivos preparada en 1, agitar y esperar 10 minutos.

5. Afadir rapidamente 0.5 ml dereactivo Cy esperar 30 min (maximo 60 min).
6

Lear la absorbancia a 750 nm.

3.2.1.5. Analisis de proteinatota por € método de Bradford

Este método se basaen e cambio de color del reactivo Azul de Coomassie debido ala
atraccion electrostatica de sus grupos sulfonicos con a proteina (Pierce, 1989). Se ha
observado que €l reactivo Azul de Coomassie muestra gran afinidad por residuos de arginina,
y también se une de formadébil con histidina, tirosinay triptofano.

Esde méodo es especialmente Util puesto que presenta un menor nimero de
interferencias que d método de Lowry, siendo recomendable en & caso de medios en los
cuales la concentracion de sdes sea devada

Existen dos tipos de procedimientos dependiendo del intervalo de concentraciones de

proteina a determinar.

Procedimiento estandar de ensavo: para concentraciones entre 100y 1500 pg/ml.

1. Agitar previamente € reactivo.

2. Se preparan una serie de concentraciones conocidas de proteina diluyendo una solucién
esténdar de albumina entre 75 y 1500 pg/ml.

3. Mezdar 0.1 ml de muestrao de patrén con 5 ml de Azul de Coomassie en un tubo 16x100
mm. Usar @ disolvente como blanco. Agitar bien.
Leer la absorbancia a 595 nm en un tiempo no superior a 90 minutos.
Restar 1a absorbancia del blanco.
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Procedimiento de microensayo: para concentraciones entre 1 y 25 pug/ml. Se sigue é mismo
procedimiento que en le caso estandar pero los patrones se preparan entre 1y 25 ug/ml (ver

Apéndices 84) y se mezclan 1 ml del reactivo Azul de Coomassie con 1 ml de muestra.
3.2.1.6. Determinacién de los polisacéridos totales por € método de la Antrona

Los polisacéridos se separan de la muestra (300 ul) por ultrafiltracion mediante un
filtro Ultrafree®-MC de 10 kDa de corte molecular de Millipore. La muestra se centrifuga
(5000g) hasta sequedad. Los polisacaridos que quedan en la superficie del filtro se resuspenden
con 300 ul de agua destiladay se centrifuga de nuevo. Este paso se repite 3 veces para separar
azucares de bajo peso molecular. En laresuspension fina de los polisacaridos que quedan en 300
ul seredlizaun andlisis de azlicares totales por & método de la Antrona (Gerhardt e al., 1981).

Este método es una variacion del test de Molisch en € cual los polisacaridos son
hidrolizados mediante &cido sulfurico a monosacaridos para formar furfurales que reaccionan
con la Antronaparadar compuestos coloreados. |
Procedimiento
Se prepara una disolucion de 1 g/l de Antrona en &cido sulfarico a 75 % en volumen. La
Antrona sdlida deseada se humedece previamente con etanol absoluto (5 ml etanol/200 mg
Antrond). Agitar hasta disolucion (aproximadamente 1 h). Preparar patrones de fructosa de
concentracionesentre Oy 50 pg/ml. Afadir 800 ul del reactivo de Antronaa200 ul de muestrao
patrén. Poner las muestras en un bafio a 100 °C durante 10 minutos. Sacar las muestras, dejarlas
enfriar y leer laabsorbancia 625 nm. Restar la absorbancia del blanco y correlacionar |os datos
con e calibrado de fructosa (ver Apéndices 8.5).
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3.2.2. Reacciones con lipasas

3.2.2.1. Andiss de &cido propionico por Cromatografia de Gases

Este método permite la determinacion de acido propidnico en disolventes organicos.
La cuantificacion este se realiza mediante patrén externo entre O y 50 mM (ver Apéndices

8.6).

Las condiciones de andlisis son las siguientes:

[ nstrumentacion:
- Cromatografo de gases Hewlett Packard 5890.

- Detector de ionizacion de [lama.

- Integracion Millenium 2.15.10

Condiciones cromatograficas:

- Columna: 25% NPAG + 2% H3;PO4 WAW 100/200, de 2,7 m x 1/8", de Supelco.
- Portador: Nitrogeno.

- Presion de retroceso: 290 KPa.

- Inyeccion: 0.5 ul.

- Tiempo de andlisis. 14 minutos.

- Temperatura horno: isotermaa 145 °C.

- Temperatura inyector: 250 °C.

- Temperatura detector: 260 °C.

La columna debe permanecer saturada con écido formico para evitar €l efecto memoria

Preparacion de las muestras,
Las muestras a analizar deben estar filtradas por una membrana de 0.45 mm. La inyeccion se

realiza directa sin diluciones.
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3.2.2.2. Analisis de propionato de n-butilo por Cromatografia de Gases

Este método permite la determinacion de propionato de n-butilo en disolventes
organicos. La cuantificacion se realiza mediante patron externo de 6 niveles, desde O hasta
100 mM (ver Apéndices 8.7).

| nstrumentaci én:

- Cromatégrafo de gases Hewlett Packard 5890.
- Inyector automético Hewlett Packard 7673A.
- Detector deionizacion de [lama.

- Integracion Millenium 2.15.01.

Condiciones cromatograficas:

- Columna: HP-INNOWax (Crosslinked Polyethylene Glycol) 30 m x 0.25 mm x 0.25 pmf.
- Portador: He.

- Inyeccion: 1 pl, split 50:1.

- Tiempo deandisis. 10 minutos.

- Temperaturahorno: isoterma40 °C.

- Temperaturainyector: 250 °C.

- Temperatura detector: 275 °C.

- Presion de retroceso: 24 psi.

- Flujo purgadel septum: 4.9 ml/min.

- Flujo division con venteo: 52 ml/min.

Preparacion de las muestras.,
Las muestras aanalizar deben estar filtradas pur unamembranade 0.45 um. Lainyeccién se

realj zadirecta sin diluciones.
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3.2.2.3. Andisis de hexanol por Cromatografia de Gases

Este método permite la determinacion de hexanol en disolventes organicos. La
cuantificacion se realiza mediante patron externo de 6 niveles, desde O hasta 100 mM (ver

Apéndices 8.8).

[ nstrumentaci on:

- Cromatografo de gases Hewlett Packard 5890.
- Inyector automatico Hewlett Packard 7673 A.
- Detector de ionizacion de llama

- Integracion Millenium 2.15.01.

Condiciones cromatograficas:
- Columna: HP-INNOWax (Crosslinked Polyethylene Glycol) 30 m x 0.25 mm x 0.25 um f.
- Portador: He,

- Inyeccion: 1 pl, split 50:1.

- Tiempo de andlisis: 10 minutos.

- Temperatura horno: isoterma 40 °C.
- Temperatura inyector: 250 °C.

- Temperatura detector: 275 °C.

- Presion de retroceso: 24 psi.

- Flujo purga del septum: 4.9 ml/min.

- Flujo division con venteo: 52 ml/min.

Preparacion de las muestras,
Las muestras a analizar deben estar filtradas por una membrana de 0.45 um. La inyeccion se

realiza directa sin diluciones.
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3.2.2.4. Andliss de butanol por HPLC

Este méodo permite la determinacion de butanol en medio acuoso. La cuantificacion
se redliza mediante patron externo de 8 niveles, desde O hasta5 g/l (ver Apéndices 8.9).

| nstrumentacion:
- HPLC Hewlett Packard 1050.
- Detector de indice de refraccion Hewlett Packard 1047A

- Integracion Millenium 2.15.01.

Eluyente:.
Como fase moévil seutilizaécido sulfarico 0.015 M disuelto en agua MilliQ (resistencia<18.2

Q) apH=3.0. El eluyente esfiltrado através de 0.45 umy desgasificado mediante vacio.

Condiciones cromatograficas:
- Columna: Aminex HPX-87H deBiorad.

- Caudal: isocrético 0.6 ml/min.

- Inyeccion: 15 pl,
- Tiempo de andlisis. 30 minutos.

- Temperatura: 65 °C.

Preparacion de las muestras;
Las muedtras a analizar deben estar filtradas por una membrana de 0.45 um. La inyeccion se

realiza directasin diluciones.
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3.2.2.5. Andids de enantidmeros de ibuprofeno por HPLC

Este méodo permite la determinacion del exceso enantiomérico de una mezcla de

enantiomeros Ry S de ibuprofeno (ver Apéndices 8.10) en medio organico.

[ nstrumentaci on:
- Cromatografo de liquidos Hewlett Packard 1090.
- Detector DAD a 226 nm.

Eluyente:
Como fase mévil se utilizaHexano, Isopropanol, Acido trifluoroacético (1000:10:1).

Condiciones cromatogréficas:

- Columna: fase normal Chiracel OD, de Daicel Chemical Industries LTD.
- Caudal: jsocrético de 1.0 ml por minuto.

- Volumen de inyeccion: 5 ul.

- Tiempo de andisis: 20 minutos.

- Temperatura: Ambiente.

Preparacion de las muestras;
Las muestras que se desean analizar deben estar previamente filtradas por unamembranade

0.45 um. Lainyeccion se realizadirectasin diluciones.
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3.2.2.6. Andiss de enantidmeros del &cido 2-fenil-propionico por HPLC

Este método permite la determinacion del exceso enantiomérico de una mezcla de

enantibmeros Ry S del &cido 2-fenil-propidnico (ver Apéndices 8.11) en medio organico.

| nstrumentaci on;
- Cromatografo de liquidos Hewlett Packard 1090.
- Detector DAD a220 nm.

Eluyente:
Como fase movil se utiliza Hexano, |sopropanol, Acido trifluoroacético (1000:10:1).

Condiciones cromatograficas:
- Columna fase norma Chiracel OD, de Daicel Chemical IndustriesLTD.

- Caudad: isocrético de 1.0 ml por minuto.

- Volumen de inyeccion: 5 ul.
- Tiempo de andisis. 15 minutos.

- Temperaturas. Ambiente.

Preparacion de las muestras;
Las muestras que se desean analizar deben estar previamente filtradas por una membrana de

0.45 um. Lainyeccion serealiza directa sin diluciones.
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3.2.2.7. Andlisis de enantiémeros ddl trans-2-fenil-1-ciclohexanol por HPLC

Este método permite la determinaciéon del exceso enantiomérico de una mezcla de
enantiomeros (1R,2S) y (2R,1S) de tramns-2-fenil-1-ciclohexanol (ver Apéndices 812) en

medio organico.

| nstrumentacién:
- Cromatografo de liquidos Hewlett Packard 1090.
- Detector DAD a215 nm.

Eluyente:

Como fase movil se utiliza Hexano, 1sopropanol (100:2).

Condiciones cromatograficas:
- Columna: fase normal Chiracel OD, de Daicel Chemical IndustriesLTD.

- Caudal: jsocrético de 1.0 ml por minuto.
- Volumen de inyeccion: 10 ul.
- Tiempo de andlisis: 15 minutos.

- Temperatura: Ambiente.

Preparacion de las muestras;,
Las muestras que se desean analizar deben estar previamente filtradas por una membrana de

0.45 um. Lainyeccion serealiza directa sin diluciones.
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4.1. PRODUCCION DE LA LIPASA UAB

4.1.1. Edtrategia de fermentacion

Las lipasas UAB de Candida rugosa se producen mediante fermentacion en fed-batch
sguiendo e siguiente sistema: se realizaron indculos sucesivos hasta llegar a fermentador
Braun Biostat UD de 50 1 de volumen de trabgo. Dichos indculos se llevaron a cabo en
discontinuo mientras que en e fermentador de produccion a proceso discontinuo siguié una
operacion fed-batch de caudal de adicion constante de &cido oleico. La deccion de esta
estrategia demostré ser la 6ptima desde e punto de vista de simplicidad operacional y de
produccion de lipasas cuando se compara con operaciones en discontinuo y continuo
(Gordillo, 1996). En todos los casos € acido oleico fue utilizado como fuente de carbono y
como inductor para la produccion de la enzima puesto que estudios previos habian
demostrado que erael mejor de los substratos probados (Obradors et a/., 1993).

En laFigura4.1.1 se presenta un seguimiento de los puntos de operacion claves del
proceso, mientras que en laFigura4.1.2 se presenta la evolucion de los parametros claves de
lafermentacion, biomasa (X) y actividad lipolitica(L) durante un proceso fed-batch en planta
piloto. También se presentan las concentracionesiniciales de acido oleico (S).

®~O-@D~[L-L

PlacaPetri | Pre-in6culo Braun Biolab (0.5|Braun Biostat ED |Braun Biostat UD
Botellas (50 ml) | 1)Discontinuo (51) Discontinuo | (50 1) Discontinuo
So=2 g/l So=4 g/l So=4 g/l So=2 g/l
X=4.1 g/i X=3.6 g/l X=2.6 g/l
L=28 U/ml Le=15.7 U/ml L=10.5 U/ml|
Fed-batch
0=0.2 g/(h-l ferm.)
X=6.3 g/l
Le143.4U/ml

Fig. 4.1.1.: Evolucién de los pardmetros claves de fermentacion en el sistema de indculos para
laproduccién en planta piloto de lipasas por Candida rugosa.
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Fig. 4.1.2.: Seguimiento de un fed-batch de produccién de lipasas por Candida rugosa en
Biostat UD (q=0.2 g/(h‘l ferm)).

Los valores obtenidos para eda edtrategia de operacién suponen una eevada
productividad comparando con experimentos en discontinuo tanto en términos de actividad
lipolitica/g de biomasa como en € caso de actividad lipolitica/(volumen de

fermentador-tiempo), alcanzando los resultados de:

22.7-10° U de actividad producidas en total/g de biomasa:
4.04-10° U de actividad producidas en discontinuo/g de biomasa
35.3:10° U de actividad producidas en fed-batch/g de biomasa

3.18-10% U de actividad producidas en total/(I fermentadorh de operacion)
0.88:10” U deactividad producidas en discontinuo/O fermentador-hoperacion batch)
4.02:10> U de actividad producidas en fed-batch/(1 fermentador-h operacion fed-batch)
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También es importante destacar que la parada de la adicion del &cido oleico se redliza
en un momento en € cud todavia no se ha detenido la produccion y € crecimiento de la
biomasa es précticamente lineal, o que indica que dicho crecimiento del microorganismo
todavia no se encuentra limitado por la escasez o falta de substrato. EI motivo de detener en
este punto la fermentacién es € de evitar la aparicion en concentraciones elevadas de
productos findes como polisacéridos u otras proteinas que suelen producirse en fases
avanzadas del crecimiento cuando empieza a haber limitacion de substrato. Estos compuestos
interfieren fuertemente en la separacién, purificacion y utilizacion posterior de las lipasas, por
lo que se prefirid detener la fermentacion en un momento en & cua todavia no eran
importantes. En particular, es notable la interferencia que tienen los polisacaridos en

operaciones de cromatografiay filtracion, como se comentard en el apartado 4.3.

4.1.2. Determinacion de la ley de adsorcion de las lipasas sobre €
&cido oleico

Un fendbmeno importante que tiene lugar en la produccion de lipasas por Candida
rugosa, cuando crece utilizando &cido oleico como substrato, es la adsorcion de la enzima
sobre la interfase organico-acuosa formada debido a la inmiscibilidad del &cido oleico en la
fase acuosa mayoritaria. El hecho de que enzimas lipoliticos tengan tendencia a adsorberse a
la interfase organico-acuosa esta ampliamente referenciado (Borgstrom y Brockman, 1984) y
provoca que la enzima producida por el microorganismo se encuentre repartida entre la fase
acuosa y la fase organica. Los andlisis de actividad lipolitica se realizan sobre muestras
filtradas y libres de biomasay de acido oleico con lo que lamedida silo refleja la cantidad de

enzima presente en la fase acuosa.

De cara a mejorar el modelo matematico de produccién de la lipasa incluyendo este
fendmeno, se desarroll6 un sistema para describir la ley fisica de adsorcion de las lipasas
sobre el &cido oleico. En este sistema se iban afadiendo a fermentador cantidades variables
de &cido oleico. El fermentador contenia e medio habitual de fermentacion estéril y una
cantidad conocida de lipasa de Candida rugosa, observandose la disminucion de la actividad
lipolitica @ producirse el fendmeno de adsorciéon. El fermentador utilizado fue un Braun

Biostat E de 5 1 de capacidad cuya geometria es similar a los utilizados en € proceso de
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fermentacion ya que estudios anteriores de este fenOmeno en botellas agitadas demostraron
una fuerte dependencia de este fendmeno con las propiedades reoldgicas dd Sstema
bésicamente por lo que serefiere a agitacion y aireacion (Gordillo, 1996).

Laley deLangmuir hasido ampliamente empl‘eada paraladescripcion de sstemas de
estetipo (Malcata ei al., 1992; Gitlesen €t al., 1997). Dichaley para nuestro sisematendriala

siguiente expresion:

Liporg _ K e Lipaq
A 1+K3. Lipaq D

donde Lip,r, Seria la concentracion de soluto (actividad enzimética) adsorbido en la interfase,
A saria @ equivalente a la concentracion de adsorbente, en nuestro caso € &ea interfacial
generada por la emulsion de &cido oleico, y Lip., Seria la concentracion de soluto en la fase
acuosa no adsorbida, valor que se puede determinar analiticamente. Como primera
aproximacion se realiz6 una simplificacion de la ecuacion (1), considerando que e soluto
adsorbido era sdlo proporcional a la concentracién de soluto no adsorbido, es decir,

despreciando Xj:

Lipo _
ZZ 2 =K - Lipag 2

Laexpresion del areainterfacial paraunas condiciones de trabajo y paraunos valores
constantes de densidad, viscosidad y tension interfacial que se mantienen para cadatipo de

substrato viene dada por:

K'S
Kai+S

3)

El balance de actividad lipolitica viene dado por:

Lipiot = Lipag + Liporg 4
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Substituyendo (3) en (2) y teniendo en cuenta (4):

Lip, 1
Lipe ‘1+ Ka-S ®)
K i+S

Para la determinacién de las constantes Ky K'¢, se redlizaron tres experimentos a
diferentes actividades lipoliticas iniciales en las que se iba afiadiendo acido oleico y se
observaba la evolucion dd cociente Lipay/Lipior. En la Figura 4.1.3. se representan los datos
experimentales obtenidos, y en laTabla4.1.1 se recogen los datos ajustados para la obtencion
deK;yK’s.

1.0 m Lip, =354Uml
0.9 ® Lip, =262 U/ml
A Lip, = 13.6U/ml
0.8
0.7
2
£ 06
dg,r 0.5 e
E S -
0.4 S~
e
0.3 — A .‘\.\.\1
0.2 -
0.1 -
0.0 T T T T T ] T
00 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Acido oleico (g/1)

Fg. 4.1.3.: Comportamiento de laley de adsorcion simplificada para distintos valores de la
actividad lipolitica total inicial.
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Lipior (U/ml) Ky K4
354 6+3 1448
26.2 4+1 6+2
13.6 3.6+04 | 1.0+0.3

Tabla 4.1.1.: VaoresdeKdy K'd obtenidos mediante el gjuste delosvaoresdelaFig. 4.1.3.

S la ecuacion (5) describiese correctamente e fendomeno, los vaores de Kd y K'd

tendrian que ser iguales para cualquier valor deLipw Y € cociente Lip.,/Lipi,tendria que ser
constante s se mantiene constante la concentracion de &cido oleico. Lafigura4.1.4 recoge un

experimento en € que se varid la actividad lipolitica total manteniendo congtante la

concentracion de &cido oleico. En ela se observa como la reacion Lipay/Lipwevaria con la

actividad lipolitica introducida en e fermentador para una concentracion de &cido oleico

constante (0.5 g/I).

LO

0.9+

0.8+

0.7+

0.6+

0.5-

aq - Ptot

Lip /Li

0.3+

0.2-

0.1-

0.0

T T T
6 8 10

Liptot (U/ml)

14

Fig. 4.1.4.: Evolucion del cociente Lip.y/Liprpara una concentracion constante de &cido
oleico de0.5 g/l.
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As pues, parece claro que la simplificacion considerada en la ecuacion (5) no es
representativa del sistema, y que e porcentgje de adsorciéon representado por € cociente
Lip.y/Liprovaria sensiblemente con la concentracion de enzima total del medio, es decir, que
lalipasa influye de forma clara en su propia adsorcion, posiblemente debido a un efecto de

estabilizacion de laemulsion de acido oleico (Kierkels et al., 1994).

Ante este comportamiento se pasd a considerar la ecuacion de Langmuir completa. A
partir de la ecuacion (1) y usando las mismas estrategias que para obtener la ecuacion (5) se

obtiene la ecuacién (6):

Lipay 1 ©)
Lipu 1+ K-S 1
K'd"}‘S 1+K3‘Lil){x/

Esta ecuacion representa la ley de Langmuir completa para este sstema. Hay que
sefidar que en edta ecuacion, é porcentaje de lipasa adsorbida depende de dos variables. la
concentracion de acido oleico y la concentracién de lipasatotal, tal y como se deduce de los
valores variables de las constantes de la tabla 4.1.1. Por consiguiente, las gréficas que
representaran los perfiles de adsorcion seran tridimensionales. En laFigura4.1.5 se muestrala
representacion de los puntos experimentales asi como la superficie de gjuste de dichos puntos
mediante la ecuacion (6). En lagréfica queda manifiestala dependenciade laley de adsorcion

de la concentracion de é&cido oleico y de lalipasa acuosa

El guste de los valores experimentales a la ecuacion (6) generd tres nuevos
parametros, K;, K3 y K's, que seran los que definan la ley de adsorcion para este sistema 'y
cuyos valores fueron los siguientes:

K, =80x1.0
K3;=0.28+0.05ml/U

Kq=11%01g/1
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Fg. 4.1.5.: Representacion de los puntos experimentales y gjuste de los mismos mediante la
ecuacion (6) que representa la ecuacion de adsorcion de Langmuir completa para este sstema.

La bondad dd gjuste se reflgja claramente en la importante disminucién de error de
gjuste de los parametros con respecto alos determinados mediante la ecuacion simplificada,
situdndose en valores inferiores a 20% paratodos los casos. Por tanto, parece claro que una
ecuacion de Langmuir completa describe € sistema de una manera satisfactoriay que estos

parametros pueden ser introducidos en € modelo matemético de descripcion del proceso.

| Es conocido € hecho de que las enzimas o las proteinas en generd tienden a generar
fendmenos de adsorcion en multicapa (Lee y Park, 1996). Se llega a un punto de saturacion a
partir del cua las proteinas se siguen adsorbiendo sobre s mismas, una vez ocupados todos
los puntos de adsorcién sobre el soluto. En nuestro caso, este fendmeno setendria que traducir
en gque el sistema respondieramejor aun guste del tipo multicapa como describe la ecuacion

(7) propuesta por Brunauer et al, (1938) y conocida como ley de B.E.T.
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Lip{org _ K. Li[)!aq

y Leyde BET. (7)

(Lips- Lipag)| 1 + (K4 — 1) {%’ ]

donde Lips representa € valor de saturacion a partir del cual se produce € fendémeno
multicapa. Sin embargo, en € sistema estudiado, y para e rango de actividades lipoliticas y
concentraciones de acido oleico estudiadas, no se observé dicho comportamiento como se
observa en la Figura 4.1.6. En dicha figura se representa en lineas discontinuas el
comportamiento tedrico tipico para un fendmeno multicapa descrito por laley de BET.

s  Punios experimentales
Prediccion Langmuir

--------- Prediccion multicapa

20 25 30 35
Lipaq (U/ml)

Fig. 4.1.6.: Prediccion de ley de adsorcidn con fendmeno multicapa con respecto aley de
Langmuir y comparacion con los puntos experimental es.
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Otra comprobacién realizada fue determinar la influencia que podia tener la propia
biomasa en la adsorcion. Dada la naturaleza lipidica de la membrana celular, podria
produci rse  fendbmeno de adsorcion de la enzima sobre las propias cdulas. Para dlo, se hizo
crecer Candida rugosa sobre galactosa, substrato en € que la produccién de lipasa es minima,
recuperdndose la biomasa por centrifugacion. La biomasa centrifugada se resuspendié en
medio ‘de cultivo sin fuente de carbono de manera que se obtuvieron concentraciones
variables de biomasa. Para cada una de estas concentraciones se afadio una solucion de
actividad lipolitica conocida, analizandose la actividad remanente en la solucion acuosa. Los
resultados se presentan en lafigura4.1.7.

Como se observa en dicha figura  fendmeno de la adsorcion de la lipasa sobre la
biomasatiene lugar en € sistema pero con valores no superiores al 15 %. La adsorcion de la
lipasas en la interfase biomasa-acuosa es mucho menor que en la interfase organico-acuosa
formada por e &cido oleico, en laque & % de adsorcion llegaba a dcanzar € 60 %. Debido a
estas marcadas diferencias no se consideré este efecto en la expresion final de la ley de

adsorcion.

N

094 ™
0.8
0.7
0.6-

0.5-

QY Lip,,

0.4-

0.3-

0.2-

0.1-

0.0 T T 1 T
0 1 2 3 4 5

Biomasa(g/1)

Fig. 4.1.7.: Adsorcion de lalipasa sobre las células de Candidarugosa en ausencia de acido
oleico para distintas concentraciones de biomasa.
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En consecuencia se €ligié la ecuacién (6) con los pardmetros determinados
anteriormente, para describir la adsorcion de las lipasas de Candida rugosa sobre &cido
oleico. Laley tendriala siguiente expresion:

Lipa, : 1
Lipu |,_SS 1 (8)
(1.1 +S8)(1+0.28-Lip.;)

La ecuacidn (8) fue validada eliminando del gjuste experimentos completos de distintos
valores de la Lip.: (los correspondientes a las figuras 4.1.3 y 4.1.4). Al redlizar esta operacion
se observo que los cambios en |0s parametros eran minimos, asi como el error relativo medio
de estimacion (MRE). La variacion de estos pardmetros se recoge en la tabla 4.1.2 y fue

marcadamente menor que en el caso de usar unaley de adsorcion lineal (Tabla4.1.1).

Puntos considerados K, Ka(@D) | Ks(ml/U) | MRE
Todos (48) 8.0+1.0| 1.1+0.1| 028+0.05 | 0.11
Todos excepto Lip=35.4 U/ml (35) | 9.0+1.0 | 1.2+0.1 | 0.29+0.05 | 011
Todos excepto Lip=26.2 U/ml (32) | 8.0+1.0 | 1.0+0.1 | 0.28+0.05 | 0.10
Todos excepto Lipi=13.6 U/ml (40) | 8.0+1.0 | 1.1+0.1 | 0.25+0.05 | 013

Tabla 4.1.2.: Variacién de las constantes de la ecuacion (8) y del error medio relativo de
gjuste (MRE) a eliminar experimentos completos de una actividad lipolitica determinada.

Como conclusién, laley de adsorcidén completa descrita por la ecuacion (8) se incluy6
en e modelo matemético del proceso para conocer la actividad lipolitica total extracelular
presente en € medio (acuosa + adsorbida). Esta ley esta validada para las actividades
lipoliticas y concentraciones de acido oleico habituales presentes en las fermentaciones en
fed-batch. El conocimiento de este valor permitira, por ejemplo, poder redlizar balances de

actividad lipoliticatotal extracelular.
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4.1.3. Conclusones

Como conclusiones a este apartado se pueden destacar:

- Se ha disefiado un sistema de produccién de lipasas mediante operacion en fed-batch a
escala planta piloto (50 1).

- Se ha determinado la productividad del sistema de fermentacién empleado, resultando
superior alos sistemas en discontinuo y continuo utilizados anteriormente.

- Estalipasa se denominara lipasa UAB.

- Se ha determinado la expresion de la ley de adsorcion de Langmuir de la lipasa UAB
sobre &cido oleico bajo las condiciones de operacién, permitiendo su inclusén en €
modelo matemético que describe laproduccion de las lipasas UAB de Candida rugosa.
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4.2. SEPARACION DE LA LIPASA UAB

4.2.1. Obtencidn de un concentrado liquido de lipasas UAB

La lipasa producida por Candida rugosa es una enzima extracelular, S bien y
dependiendo de las condiciones de operacion puede encontrarse mayoritariamente en € interior
de la clula (Gordillo, 1996). En este trabgjo s0lo se hara referencia a la purificacion y

recuperacion de laenzima extracelular.

La operacion en fed-batch a baja velocidad de adicidn constante de &cido oleico (g=0.2 g
&cido oleico/(h'l de fermentador)) ha resultado ser la més productiva en términos de actividad
Iipol‘l'ticatotal presente en € medio de cultivo. Esta actividad enzimatica se cifra en torno a las
100-150 U/ml, siendo la concentracion de proteinatotal correspondiente entre 60-100 pg/mly la
biomasa find presente en un rango de 6-8 g/l. Electroforesis de este caldo de cultivo permiten
estimar entre un 20 y un 30% € contenido en lipasa en referencia a la proteinatota (Gordillo et

al., 1995).

El disefio de las diferentes etapas para la separacion de la lipasa UAB extracelular del
medio de cultivo se representa en la Figura 4.2.1. Este proceso consta de una centrifugacion
previa a 3000g (Westfalia Separator AG), en la que se elimina la mayoria de la biomasa del
medio, seguido de una microfiltracién por 0.45um (Minitan® Millipore) con objeto asegurar la
total eliminacion de labiomasa. Este liquido clarificado se esterilizd quimicamente mediante la
adicion de.azida sodica (0.02%), la adicion de lamismano supone ninguna pérdida de actividad
por parte de la enzima. Teniendo en cuenta que la lipasa comercia de Candida rugosa (Sigma
1754i_f‘.t\:ipo VII) tiene un peso molecular aproximado de 60 kDa (Rua et al, 1993), resultado que
se confirma por electroforesis en nuestras fermentaciones (Gordillo et al., 1995), la siguiente
etgpa consistio en unaultrafiltracion utilizando membranas de 10kDa de cut-off, en esta etapa se
concentraba el volumen de fermentacion 40 veces, este concentrado se diluia hasta su volumen
iniciad mediante la adicién de tampon Tris-HCI 20 mM pH = 7.4, Optimo para la lipasa UAB
(Gordillo et al, 1995). Volviéndose a ultrafiltrar por |0kDa con una reduccion del volumen de

40 veces obteniéndose e concentrado final de lipasas. En esta Ultima €tapa, similar a una
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diafiltracion, se conseguia la préactica eliminacion de las sdes del medio de fermentacion asi

como la eliminacién de la mayoria de proteina no lipolitica de peso molecular inferior a 10 kDa.

Didfiltracion

Tris-HCI
20 mM
pH=7.40

Azida
sodica

Filtracién 0.45 um

L~

Centrifugacién
Fermentacién T~
/i\ ‘
Ultrafiltracion
10000 D

>

Y

s - Biomasa

|
Y

SHes
Proteina<10000D

Fig. 4.2.1.: Separacion delalipasa UAB desde @ caldo de fermentaci dn hastala obtencion de un
concentradoliquidodializado.

Enlatabla4.2.1 se presentan los rendimientos referentes a actividad lipolitica obtenidos
en las diferentes etapas numeradas del proceso y la actividad lipolitica especifica para un
experimento en fed-batch estéandar en un fermentador Braun Biostat E de 5 1 de volumen. Los
resultados obtenidos han sido corroborados con @ uso de fermentadores de escaa piloto como
los Braun Biostat ED de 15 1 o Braun Biostat UD de 50 | de volumen.

El punto critico en @ escalado del proceso de separacion es, sin lugar adudas, |a etapa de
ultrafiltracion, paraello setrabajo contres sistemas en funcion del volumen de que setratara:

a) Sgema Minitan® Millipore equipado con 4 membranas PMNL de 10 kDa de corte para

volUmenesno superioresab 1.
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b) Sistema Prep/Scae TTF® Millipore con un PTGC 10 K 2.5 ft* Cartridge hasta 15 1 de
volumen.

c) Sstema Centrasette® Pall Filtron con una membrana Omega 10K hasta 100 1 de volumen.

En todos estos sistemas € corte elegido de 10 kDa asegurd la recuperacion tota de la actividad

lipolitica como se puede observar en la Tabla4.2.1.

Punto de proceso Act. Lipoliticaj Proteina | Vol. {Act. Lipoliticaj Rendimiento
(U/ml) total () espec. en act. lip.
(ng/mb) i 1 ffi/mg) ... (%)
Fina _Fermentacidn 93 146 5.0 671 100
Caldo centrifugado 125 173 4.1 723 104.6
Filtracion 0.45 pm 120 169 4.1 1004
Primer retenido 10 kDa 3810 3547 10.128 1074 99.5
Primer filtrado 10 kDa 0 53 4.0 -
Redisolucion en tampon 123 113 4.0 1088 1004
Segundo retenido 10 kDa 5010 3270 10.100 1532 102.2
Sequndo filtrado 10 kDa 0 27 3.900 -

Tabla 4.2.1.: Balance de actividad lipoliticaen los puntos del proceso de down-stream parala
obtencion delipasas de Candidarugosa.

Al final dd proceso de centrifugacion se observa un aumento de aproximadamente un
5% en laactividad lipoliticaprobablemente debido alaliberacién delamayoriade laenzimaque
se encuentra adsorbida sobre labiomasay que estudios previos habian estimado como maximo
en un 15% de total (Capitulo 4.1). Por lo que respecta a balance de proteinatota en laFigura
4.2.2 serecoge € mismo.

Segundo Pérdidade

filtrado ~ Proteina

(1 0 kDa) % S@Uﬂdo
15% retenido

(producto
final)
47%
Primer
filtrado
(10kDa)
31%

Fig. 4.2.2.: Balance deproteinatotal en las dos operaciones deultrafiltracion através de 10 kDa.
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En dicha figura se observa que se ha eliminado en € filtrado aproximadamente un 47%
de proteinatota presente inicialmente en @ caldo de cultivo de peso molecular inferior a 10 kDa,
sendo lapérdidade proteinatotal aproximadamente del 7%. Esta pérdida se puedejustificar en
base a un posible fendmeno de adsorcion sobre las placas de ultrafiltracion, no obstante este es
un problema que, en principio, No es preocupante ya que esta proteina adsorbidano tiene carécter
lipolitico como lo demuestra € hecho de que no se observan pérdidas de actividad lipalitica a
final del proceso.

A destacar que d balance de actividad lipolitica se cierraen @ punto final con un valor
del 100% lo que demuestrala gran estabilidad de la enzima, ya demostrada en anteriores trabajos
(Gordillo et al., 199) y lavaidez dd proceso disefiado.

4.2.2. Obtenciéon de unalipasaUAB solida

En este apartado se siguieron tres estrategias clésicas para la obtencion de un sdlido que

contenga la lipasa con la menor pérdida posible de actividad lipolitica.

4.2.2.1. Precipitacion con etanol

El uso de disolventes organicos para la precipitacion de proteinas eta ampliamente
referenciado (Deutscher 1988). El etanol ha sido utilizado como agente precipitante con lipasas
comercides de Candida rugosa (Sgmatipo VII) obteniéndose resultados que van desde € 84%
de recuperacion de proteinay € 93% de actividad lipolitica (Veeraragavan y Gibbs, 1989), a
45% de recuperacion de proteinay @ 84% de actividad (Rua et a/., 1993). S bien no se tiene
conocimiento de la precipitacion de lipasas de Candida rugosa con disolventes organicos a partir
de cddo de cultivo S exigen referencias producidas por otros microorganismos. Ad la lipasa
producida por Trichosporon fermentan WU-C12 se recuperé del cado de cultivo mediante
precipitacion con acetona obteniéndose una recuperacion de proteina dd 14% y una
recuperacion de actividad lipoliticadel 80% (Chen et al., 1994).

Sn embargo, en d caso de la lipasa UAB producida bgjo las condiciones de

fermentaci 6n anteriormente comentadas, estos buenos resultados no serepitierony se produjeron
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importantes pérdidas de actividad lipoliticay de proteina totd. En la Tabla 4.2.2. se presentan

estos resultados para una precipitacion tipica.

Muestra Actividad Volumen | Actividad lipolitica | Rendimiento
lipolitica (U/ml) (ml) total (U) %)
Inicial 3500 22 77000 -
Pdllet 1060 22 23320 30.3
Sobrenadante 47 43 2021 2.6

Tabla 4.2.2.: Recuperaciones de actividad lipolitica con etanol.

Para la determinacion de los valores presentes en latabla4.2.2 y dada la interferencia del
etanol en los andlisis de proteina total y de actividad lipolitica, se elimind e etanol de las
muestras mediante evaporacion en rotovapor y después se resuspendieron los solidos en €
mismo volumen de tampon. La lipasa es estable a estas operaciones, por tanto, las importantes
pérdidas de actividad lipoliticareflejadas en latabla4.2.2 tenian que ser debidas a etanol, con lo

que este Sistema de recuperacion no era el idoneo paralalipasaUAB.

4.2.2.2. Precipitacion con sulfato aménico

El sulfato amdnico es otro de los agentes precipitantes clasicos para proteinas (Harris y
Angal, 1989). El sulfato aménico fue afiadido en distintas proporciones con respecto a valor de
saturacion. La recuperacion de actividad lipolitica y proteina tota para dichos porcentgjes de
saturacion se representa en la Figura 4.2.3. Las condiciones Optimas de separacion se
congguieron para € 60 % de saturacion en sulfato amoénico, en & que se producia una
recuperacion superior a 70 % con respecto a la actividad lipolitica, y del 55% con respecto ala
proteina. Estos resultados aun siendo mejor que los obtenidos con la precipitacion con etanol se
encuentran lejos de los obtenidos con lipasas de Fusarium heterosporum, del orden del 93%
(Shimada et al., 1993) pero mejores que |os obtenidos con Pseudomonas aeruginosaIGB 83, ddl
orden del 15% en cuanto arecuperacion de la actividad lipolitica (Pameros et al, 1993).
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En este sstema, la cantidad de sulfato amonico a afadir para conseguir una determinada
proporcion S, de sulfato amonico respecto a valor de saturacion viene dada por la ecuacion (1):

_533(5,-8) o
~ 100-035, g

en este caso S;1=0y S,=60, por lo que la concentracion de sulfato amonico éptima para la
precipitacion de lipasas de Candida rugosa resulta ser de 390 g/l

100 100

90 — -90

- uperac’6n do ctivE]ad lipolifica (%)

—»— Recuperacion de P @ (%)

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Sulfato amonico (%)

Fig. 4.2.3.: Recuperacion de actividad lipoliticay proteinatotal en laprecipitacion con sulfato
amonico.

En este caso, los valores de recuperacion de actividad lipolitica ya eran parecidos a los
descritos por Rua et al. (1993) y este sistema podia ser una posibilidad para la recuperaciéon
Optimade lalipasa en formade sdlido.
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4.2.2.3. Liofilizacion directa

Otra posibilidad de obtencion de preparados sdlidos de lipasas es una liofilizacion directa
del concentrado liquido de lipasas. Ede sstema se desarroll6 congelando previamente
concentrado con una mezcla de nieve carbénicay acetona 'y posterior liofilizacion durante 24
horas. La liofilizacién directa del concentrado de cado de cultivo, siguiendo € disefio

anteriormente comentado, provoco una pérdida de actividad lipolitica proximaal 25%.

Es conocido que la adicion de azlcares previos a la liofilizacion consigue una mayor
estabilizacion de las proteinas en general (Monsan y Durand, 1971). De hecho en los preparados
comerciales de lipasa de Candida rugosa, se detectan cantidades importantes de azlcares.
Concretamente, enlalipasacomercial de Sigmae 70% del preparado comercia eslactosa. Ante
ete hecho se estudio la influencia que diversas concentraciones de lactosa afadidas al
concentrado de lipasas pudiera tener con respecto a la pérdida de actividad lipolitica en €

proceso de liofilizacion.

En la Figura4.2.4 se observa como al variar la concentracion de lactosa se produce un
importante aumento de larecuperacion de la actividad lipolitica en laliofilizacién. Sin embargo,
parano generar una notable disminucion de laactividad especifica por aumento de la cantidad de
solido se digié como optimo d valor de 10 g/l de lactosa con @ que se obtenian recuperaciones
del 90 % de actividad. Como se observa en lafigura 4.2.4, por encima de esta concentracion €l
porcentaje de recuperacion aumenta muy ligeramente, con lo que lo Unico que se conseguiria es
una disminucién de la actividad especifica del preparado sdlido. En este preparado liofilizado
final, correspondiente a 10 g/l de lactosa, € % de lactosa find es del orden del 50% del sdlido

que se obtiene.
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Fig. 4.2.4.: Recuperacion de la actividad lipolitica en la liofilizacion en presencia de lactosa.

EnlaTabla4.2.3 se recogen, a modo de resumen, los resultados obtenidos con los tres

sistemas en términos de recuperacion. A lavista de los anteriores resultados y de la facilidad

operacional de un sistema de liofilizacion se eligié este método para la obtencién de lipasas en

forma sdlidaa partir del concentrado liquido.

Método de obtencion delipasa en | % recuperacion | % recuperacion Factor de
forma solida de act. lipolitica de protema purificacion

Pr ecipitacion con etanol ~30 ~27 1.11

Pr ecipitacion con sulfato aménico ~70 ~55 1.27

Liofilizacion directa ~90 ~100 0.90

Tabla 4.2.3.: Resumen de métodos de obtencidn de lipasa solida de Candida rugosa a partir del

concentradoliquido.
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Sin embargo, hay que tener en cuenta que los factores de purificacion eran mejores en €
cas0 de la precipitacion con sulfato aménico, como se observa en latabla 4.2.3, debido a que en
el proceso de liofilizacién no hay eliminacion de proteinatota, mientras que en los procesos de
precipitacion sempre se produce un fendmeno de sdectividad hacia alguna de las proteinas

presentes.

Respecto a la liofilizacion cabe decir que lainclusion de lactosa en laliofilizacion, pese a
tener un efecto beneficioso en la recuperacion de actividad lipolitica, no se incorpor6 d
protocolo generd de separacion, debido a que en muchos casos interesaba determinar € grado de
glicosilacion de las proteinas y lalactosa suponia una interferencia importante dificil de eliminar

completamente, asi pues, no fueincluidaen lamayoriade |os casos.

4.2.3. Conclusiones

Como resumen a capitulo, sellegd alas siguientes conclusiones:

- Se hadisefiado un sstema de downstream para la obtencion de un concentrado liquido de
lipasa UAB con recuperaciones de actividad cercanas a 100%.

- En ese proceso se produce una disminucion de la concentracion de proteina del orden del
50%, correspondiendo aproteinas de peso molecular inferior a 10 kDa.

- Para conseguir un preparado solido se probaron tres técnicas clésicas, precipitacion con
disolvente organico, con sulfato amonico y liofilizacién, siendo este Gltimo & que origind
mejores resultados en recuperacion de actividad (90%).

- Lalactosa demostré ser un buen estabilizante para la lipasa UAB, aungue no se uso por

generar interferencias en lacaracterizacion delalipasaUAB.
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4.3. ESTIMACION ECONOMICA DEL PROCESO DE
PRODUCCIONDE | IPASASUAB

4.3.1. Partidas que componen la estimacion econdmica

Para determinar S este proceso era rentable econdmicamente de acuerdo con los
precios actuales de la lipasa de Candida rugosa, se pasd a determinar las distintas partidas que
corresponden a este tipo de estudios. En este estudio se considerd trabajar con un volumen de
fermentacion de 1 m® al ritmo de 1 fermentacion por semanay unavida media del proceso de

10 arfios.

4.3.1.1. Ventas (V)

El precio de lalipasa de Carndidarugosa proporcionado por la empresa Amano, que lo
comercializa a partir de 100 gramos, es de 375 ptas/g. Esta lipasa tiene una actividad
especifica entre 30-40 veces inferior a la producida en nuestro laboratorio en planta piloto,
siendo su principal componente azlcares que se usan para su estabilizacion.

Con estos datos de puede estimar el precio obtenido con la produccion propuesta,

teniendo en cuenta que aproximadamente se producen 0.5 g producto/1 fermentador:

1m® x 50 fermentacionesx 1000 1 x 0.5 g/l x 375 ptas/ g x 30 = 281.3 MM/afio (V)

4.3.1.2. Inmovilizado (I)

El precio de la partida maquinaria y equipos se puede calcular teniendo en cuenta los

sguientes precios.

Equipos.
- Sistemade inoculacion: 0.5 MM
- BraunBiostat ED 15 1. 14 MM .

- BraunBiostat UD 1 m*: 35 MM
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Centrifuga en continuo 20 I/h: 5 MM

Sistema filtracién/ultrafiltracién 1 m>: 1.5 MM

Membranas filtracion 0.45 um: 6x0.15 MM = 0.9 MM
Membranasultrafiltracién 10 kDa: 6 X 0.15 MM = 0.9 MM
Liofilizador 141/24 h: 1.7 MM

Analitica

pHstato = 0.8 MM
Microscopio = 0.7 MM
Espectrofotometro = 0.5 MM

En total, Maguinariay aparatos: X = 61.5 MM.

El precio de la partida de inmovilizado se calculard con € método de los porcentajes descrito

por Vian (1991). En este método € valor del inmovilizado se divide en una serie de partidas

que corresponden a porcentgjes del valor de Maquinaria 'y aparatos.

Instalacion: entre 0.35X y 0.50X, para aparatos pequefios como es € caso se cogera el
valor minimo, esdecir: 0.35X =21.5 MM.

Tuberias. entre 0.10X y 0.60X que corresponden a sblidos y fluidos, en este caso,
cogeremos un vaor intermedio: 0.35X = 21.5 MM.

Instrumentacion: entre 0.05X y 0.30X, de donde se tomara € minimo dado que los
equipos comprados incorporan instrumentacion: 0.05X = 3.1 MM.

Aidamiento: entre 0.03X y 0.10X, e valor minimo dado que no se tienen temperaturas
elevadas en estos procesos: 0.03X = 1.8 MM.

Instalacion eléctrica: entre 0.10X y 0.20X, se tomara un valor intermedio, 0.15X = 9.2
MM.

Edificios: entre 0.20X y 0.30X para instalaciones interiores, setomara € valor intermedio
0.25X =154 MM.

Servicios auxiliares. entre 0.25X y 0.70X, e valor mas bajo para este tipo de empresa

gue necesita pocos servicios tipo vapor 0 agua de refrigeracion: 0.25X = 154 MM.
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Con la suma de todas estas partidas se obtiene € capital fisico (Y):

Y =87.9MM

El proyecto y direccion de obra se calcula como 0.20Y = 17.6 MM, sumando este vaor al
capital fisico se obtiene e capital directo (2):

Z=105.5MM

alos que se aplican los gastos de:

- Contratista: entre 0.04Z y 0.10Z, se tomard € vaor minimo debido a la escasa
complejidad de laplanta: 0.04Z = 4.2 MM.

- Imprevistos: entre 0.10Z y 0.30Z, se tomara € valor minimo dada la experiencia que se
tiene del proceso: 0.10Z = 10.6 MM.

Con €llo se obtiene un vaor final para la partida de inmovilizado (I) de 181.8 MM.
Utilizando laregla de Lang descrita por Vian (1991) se puede obtener una estimacion directa

del capital inmovilizado apartir de la partidade maquinariay aparatos:
| = Coeficiente de Lang « factor de correccion « X

Tomando los valores recomendados por Vian se obtiene:

| =4.74x 0.6 X 61.5 = 1749 MM

por tanto, en este caso es una muy buena aproximacion.

4.3.1.3. Costes

El sistema de evaluacion de los costes también se basa en un cdculo detallado de las
partidas que los componen. Los costes se suelen dividir en dos grandes bloques, los
denominados costes de fabricacion (M) que son los directamente asociados con la produccion

y los gastos generales (G) que no dependen de la produccion.
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Para este sstema:

a) Codes de fabricacion (M):

1) Materias primas (M1): los reactivos necesarios y su precio de mercado se recogen en la
tabla4.3.1.

Compuesto | Precio unitario (ptas) | Cantidad(Kg/afio) | Precio (ptas /afio)
K,HPO,4 71145/50Kg 275 392000
KH,PO4 53528/50 Kg 750 803000
MgSO, 8708/25 Kg 50 17000
(NH,4)2S04 39353/50Kg 200 157000
NH3 30 % 27459/601 250 (V/afio) 114000
Acido oleico 9380/4 1 400 4216000

Tabla4.3.1.: Evaluacion del coste delas materias primas paralaproduccion de lipasaUAB.

Despreciando e precio del resto de reactivos (agua dedtilada, vitaminas, FeClz y
antiespumante) se obtiene un total de 5.7 MM/afio.

2) Mano de obra directa (M2): considerando € elevado nivel de instrumentacion de los
equipos presentes, se puede estimar en 5 el nimero de personas necesarias paradesarrollar
el proceso. Considerando un valor medio de 4 MM/persona y afio se tiene un vaor de 20
MM.

3) Patentes (M3): entre 1 y 5 % de las ventas, en este caso, un valor medio del 3% originaria
M3 =0.03V =85 MM.

4) Mano de obra indirecta (M4): entre 15 y 45 % del valor de la mano de obra directa, en
este caso setoma e vaor minimo por € tipo de empresas M4 = 0.15M2 = 3 MM.

5) Servicios generales (M5): esta partida serd muy baja en nuestro caso, y sdlo habria que
tener en cuanta e vapor necesario en la esterilizacion. Se desprecié en relacion con el

resto de téminos.





