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Interacciones hidrofébicas en el proceso de inmovilizacidn por adsorcién de una
lipasa sobre nanoparticulas de Ca;Fe;0s
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La inmovilizacidn de enzimas en soportes solidos permite que estos catalizadores altamente costosos
puedan ser reutilizados con facilidad, razén de su creciente interés en diferentes aplicaciones. No obstante, |a
interfaz solido-liquido donde se inmoviliza la enzima puede afectar profundamente su estructura,
conduciendo a mejorar su estabilidad o bien a una pérdida de actividad [1]. En este sentido, el empleo de
técnicas experimentales que provean diferentes tipos de informacidn suele ser necesaria para tener una idea
detallada de la interaccion proteina-soporte y asi poder ajustar las condiciones para mantener o mejorar la
capacidad catalitica y estabilidad de la enzima [2]. En particular, en la inmovilizacion de lipasas las interacciones
hidrofébicas cobran relevancia dado que estas enzimas pueden reconocer superficies con una naturaleza
quimica similar a sus sustratos naturales y sufren asi un fendmeno de activacién interfacial durante su
inmovilizacién [3]. El objetivo del presente estudio radicd en evaluar la ocurrencia de interacciones
hidrofébicas durante la adsorcion de una lipasa de Candida rugosa sobre nanoparticulas de Ca,Fe;0s.

Este trabajo se desarrolld sobre la base de una metodologia superficie de respuesta empleando un
disefio estadistico del tipo central compuesto. Se estudié el efecto del pH y la fuerza idnica sobre tres
respuestas: proteina inmovilizada (Pl), actividad hidrolitica (AH) y energia libre de Gibbs (AG). El analisis de los
datos obtenidos mostré que los mayores valores de Ply AH se registraron a un pH de entre 3y 4. Ademads, en
estas condiciones acidas, mayores valores de fuerza idnica (> 150 mM) mejoraban la cantidad de PI, mientras
qgue los mayores registros de AH se encontraron a bajas fuerzas idnicas (< 50 mM). Se determind la
hidrofobicidad relativa superficial del 6xido en funcién de la adsorcion de Rosa de Bengala, el cual fue capaz
de retener un 88% del colorante, sugiriendo un elevado caracter hidrofébico. Por otra parte, se registraron
valores de AG de entre -10y -20 kJ/mol en torno a los diferentes equilibrios de adsorcién ensayados, los cuales
sugieren que el proceso de unién de la proteina al soporte se produjo a través de interacciones fisicas.

El andlisis por espectroscopia Raman permitié corroborar la unién de la proteina al soporte
observando ademds la desaparicion de picos ubicados a los 1031 cm™ y 971 cm™ presentes en la lipasa, tras
el proceso de inmovilizacién. Estas sefiales estan asociados a modos vibracionales de los residuos de
aminoacidos como la fenilalanina y leucina respectivamente, ambos de naturaleza no polar. La ausencia de
estos picos en los biocatalizadores inmovilizados podria sugerir que los mismos estan involucrados en la union.
El analisis in silico por acoplamiento molecular mostrd como el éxido mixto interacciona con la lipasa en las
cercanias del capuchdn que protege el sitio activo de la enzima y numerosos aminodcidos hidrofébicos estarian
involucrados en la unién, generando asi una posible activacion interfacial.
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