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Introduccion.

Hoy en dia, en laboratorio y a gran escala, la sintesis
guimica cuenta con numerosos ejemplos de biocatalisis
enzimatica ya que las enzimas son catalizadores
altamente especificos y selectivos que funcionan en
condiciones de reaccion suave y amigable con el medio
ambiente." Sin embargo, en muchas ocasiones no son
suficientemente estables y activas en condiciones de
operacion industrial (pH, temperatura, solventes,
concentracion de sustratos vy productos).2 La
inmovilizacion de enzimas ha sido una herramienta
poderosa para la reutilizacién, estabilizacion vy
modulacién de la selectividad enzimética. En este
trabajo, la inmovilizacion de la lipasa de Candida rugosa
(CRL) sobre soportes (unién de la enzima a un soporte) y
libre de soporte (entrecruzamiento en forma de
agregados enzimaticos entrecruzados, CLEAs) fue
llevada a cabo. Los biocatalizadores obtenidos fueron
aplicados en la hidrélisis selectiva de &cidos grasos (AG)
como el acido eicosapentaendico (EPA) y 4&cido
docosahexaenéico (DHA), que son principales
componentes del aceite de sardina y cuya purificacion
representa un reto para su produccién industrial. Dichos
AG son esenciales para el humano y se emplean en el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares.®

Métodos. La inmovilizacion de CRL en soportes**®y sin
soportes’ fue realizada en base a metodologias
reportadas. La termoestabilidad de los biocatalizadores
preparados se determing a 50°C y pH 7 en medio acuoso
y en ciclohexano al 50%. La hidrélisis del aceite de

sardina se llevé a cabo a 50°C en 50%
ciclohexano/tampoén fosfatos.®
Resultados. La CRL se inmoviliz6 por diferentes

metodologias con las que se lograron diferentes
orientaciones y conformaciones tridimensionales de la
enzima. La CRL libre perdi6 el 80% de su actividad inicial
en 2 h a 50°C en medio acuoso, asi como en 50%
ciclohexano (Fig 1). En todos los casos se obtuvieron
biocatalizadores termoestables, siendo los de mayor
termoestabilidad la glioxil-CRL y la naftil-CRL (Fig. 1A).
Los CLEAs mantuvieron mas del 60% de actividad
residual después de 24 h a 50°C. En cuanto a la
estabilidad en ciclohexano, todos los biocatalizadores
mantuvieron mas del 100% de actividad residual después
de 100 h de incubacion en presencia de solvente, incluso
algunos como la naftil-CRL aumentaron su actividad (3
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veces) en estas condiciones (Fig.1B, nétese el cambio de
escala).
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Figura 1. Estabilidad de la CRL libre e inmovilizada. A) Inactivacion
térmica. B) Estabilidad en ciclohexano. (®) Glioxil-CRL, (®) Naftil-CRL,
(m) GA-CRL, (®m) BrCN-CRL, (®) Octil-CRL, (®) MANAE-CRL, (m)
Carboxi-CLEA, (®) Amino-CLEA y (A) CRL libre.

Por otro lado, en la reaccién de hidrélisis del aceite de
sardina, la CRL libre mostr6 una baja selectividad
EPA/DHA (4.3), mientras que se logré6 un notable
aumento en la selectividad al emplear los CLEAs, en
comparacion con los derivados en soporte que resultaron
menos selectivos (Tabla 1).

Tabla 1. Selectividad de los derivados inmovilizados de la CRL en la
hidrélisis del aceite de sardina.

. ] . Actividad
Tipode Biocatalizador especifica’ Selectividad®
inmovilizacion CRL
(U/mg)
Sin soporte carboxi 0.09° 9.7
(CLEAS) amino 0.11% 6.2°
Ensoporte de  BrCN 0.07% 4.3
agarosa GA 0.48° 2.0°
glioxil 0.02% 2.9°
octil 1.70° 3.5°¢
naftil 4.20° 3.7%¢
MANAE 2.00° 3.6>%¢

'La actividad especifica es expresada como la suma de EPA + DHA
(umol/ming). °La selectividad se define como el cociente EPA/DHA.

Conclusiones.

Los diferentes protocolos de inmovilizacion empleados
permitieron obtener biocatalizadores CRL termoestables
en medio acuoso y en 50% de ciclohexano. Solo los
CLEAs aumentaron su selectividad EPA/DHA durante la
hidrélisis del aceite de sardina.
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