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Introduccién. El estudio de las enzimas de los hongos
termdfilos representa un gran interés para su aplicacion en
procesos de biocatdlisis, debido a que estas enzimas han
sido descritas como termoestables y resistentes a solventes
organicos (1). Las lipasas (triacilglicerol ester hidrolasas
EC 3.1.1.3) catalizan tanto la hidrdlisis como la sintesis de
un amplio rango de esteres carboxilicos, con una alta
regio- y/o enantioselectividad. Una de |as etapas limitantes
para la utilizacion de un catalizador enantioselectivo en
sintesis quimica es su seleccion a partir de un gran nimero
de muestras, ya que los productos de las reacciones se
analizan generalmente por HPLC, GC o NMR, que en €l
mejor de los casos, cada determinacion toma al menos 4h
(2). En e presente trabajo, proponemos el empleo de un
método espectrofotométrico , el cual permite llevar a cabo
96 reacciones simultaneamente, en 30 min, para agilizar €
proceso de seleccion de lipasas enantioselectivas de entre
una coleccion de hongos termdfilos.

M etodologia. Se cultivaron 40 cepas de hongos termdfilos
provenientes de la coleccion de la UdG. Los extractos
enziméticos brutos fueron preparados después de la
incubacion de estos hongos a 40°C durante 24h (3). Los
ensayos enzimaticos se llevaron a cabo en microplaca,
empleando ésteres de p-nitrofenol (pNP) como sustratos
(2). La mezcla de reaccion consistio en 5mM de sustrato,
10% acetonitrilo, 0.5mM pNP, 2.56mM BES (pH 7.2),
0.5% alcohal palivinilico. A 100ul de la solucién anterior,
le fueron agregados 20ul de solucion enzimética. Esta
mezcla fue incubada a 25°C y la liberacion de pNP fue
espectrofotométricamente  monitoreada. La  enantio-
selectividad se midio utilizando la solucion anterior, pero
afiadiendo como sustratos (0.5mM) butirato de resorufina
y R o Sdlicidil butirato (4). La regio-selectividad se
determind analizando los productos de hidrélisis de la
trioleina por cromatografia de capa fina. Controles fueron
preparados para cada condicion experimental y la
hidrélisis esponténea fue substraida a cada ensayo. Cada
ensayo fue hecho por triplicado.

Resultados. De entre las 40 muestras de extractos
enzimaticos, diez fueron seleccionadas por su dta
actividad de hidrdlisis de ésteres de pNP. Estos extractos
brutos exhibieron una preferencia por la hidrélisis de
ésteres, conteniendo &cidos grasos con cadenas de carbono
de mediana alarga longitud (de seis carbonos en adel ante),
lo cual indica que estas enzimas tienen un comportamiento
tipico de lipasas y no de esterasas (Fig. 1). Los diez
extractos mostraron una regio-selectividad para las
posiciones sn-1 y sn-3 de latrioleina. El Cuadro 1 muestra

el andlisis de la enantio-selectividad de cuatro extractos
enziméaticos. En esta tabla se observa que el extracto 23a
hidrolizo6 preferentemente el R-; mientras que los extractos
8a, 9ay 42c hidrolizaron €l S-glicidil butirato. Ademés, los
coeficientes de enantioselectividad (EE) fueron més altos
en el caso de los extractos 8ay 9a.
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Figl .Perfil de actividades enziméticas para las diferentes
lipasas con ésteres de p-nitrofenol .

Cuadro 1. Enantioselectividad para R- y S glicidil butirato

Extracto 8a 9a 23a 42c

EE/¢€’ 33/S 311/S 1.23/R 131/S

e indica el enantiémero hidrolizado preferentemente.

Conclusiones.. Mediante laimplementacién de un método
espectrofotométrico que toma en cuenta la hidrélisis
competitiva entre isdbmeros de ésteres (R o S glicidil
butirato) fue posible caracterizar muy répidamente la
enantioselectividad de lipasas provenientes de un gran
ndmero extractos enzimaticos. Estos resultados poseen una
gran relevancia para su aplicacion en la sintesis de
productos enantiopuros para la industria farmacéutica y
agroquimica, entre otras.
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