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RESUMEN. La aplicacion de procesos enzimaticos en la quimica fina con empleo de disolventes orgéanicos
¥y acuosos constituye un campo de atractivo potencial para la obtencién de compuestos biolégicamente ac-
tivos, entre ellos las prostaglandinas. En este trabajo se reportan los resultados del proceso de extraccién
del complejo prostaglandina-esterasa, enzima que resulta importante en la sintesis de diferentes prosta-
glandinas. Se realizaron diferentes procesos variando el volumen de disolvente utilizado y el producto ob-
tenido fue tamizado. Se realizé la hidrdlisis del éster metilico de prostaglandina A, con cada uno de los di-
ferentes lotes obtenidos para determinar posible pérdida de actividad enzimatica. Los mejores resultados
se obtuvieron para el proceso que emplea menor cantidad de disolvente y mayor tamaiio de particula, ocu-
rriendo la hidrdlisis total del éster en 6 horas.

SUMMARY. “A Study of the Extraction Process of Esterase Starting from Plexaura homomalla and Assessment
of its Enzimatic Activity”. The application of enzymatic process in fine chemistry with the employment of aque-
ous and organic solvents constitutes an attractive field to obtain biologically active compounds, being
prostaglandins one of them. The results of the extraction process of the enzymatic complex prostaglandin-es-
terase was reported. This enzyme plays an important role in prostaglandins synthesis. Different processes were
carried out changing the solvent volume. The final product was sieved. In order to determine possible loss of en-
zymatic activity , the hydrolysis of the methyl ester of prostaglandin A, was made. The best results were ob-
tained for the process that used the lowest solvent volume and the largest-size particle, the total hydrolysis end-

ing in 6 hours.

INTRODUCCION

La aplicacién de enzimas en la obtencién de
principios activos para medicamentos, asi como
para cualquier otra rama de la-industria, toma
cada dia mis auge debido a la simplicidad del
método, la menor contaminacién ambiental y a
la alta rentabilidad de los procesos por disminu-
cion de los costos 1.

En el presente trabajo se utiliz6 la gorgonia
Plexaura bomomalla, que constituye una fuente
natural para la obtencién del complejo enzimati-
co prostaglandina-esterasa, que resulta ser alta-
mente eficiente en los procesos de hidrélisis de
los ésteres de prostaglandinas, cuando los pro-
cesos quimicos no pueden ser empleados por la
gran labilidad de los grupos funcionales presen-
tes en la molécula 2.

La purificacion parcial de este sistema esteri-
sico demostrd la presencia de dos fracciones
proteicas, estando localizada la actividad hidroli-
tica en la fraccién de mayor peso molecular, cu-
yo valor estimado es de aproximadamente 140 a
160 kDa 3,

El descubrimiento de que los enzimas po-
seen actividad catalitica en un medio con bajo
contenido de agua ha hecho posible desarrollar
reacciones enzimdticas en mezclas conteniendo
un disolvente orginico. La disponibilidad de los
enzimas como catalizadores en medio orginico
ofrece varias ventajas importantes para la bio-
transformacién, que incluyen: aumento de la so-
lubilidad del sustrato, facilidad de reaccién vy fi-
cil recuperacion del producto final y del enzimat.
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de un método eficiente en la hidrélisis enzimaiti-
ca de ésteres de prostaglandina A; contenidos
en gorgonia Plexaura homomalla y la subsi-
guiente transformacion de prostaglandina A,
(PGA; ) a prostaglandina E; (PGE; ) El proceso
de hidrdlisis forma parte de esta ruta sintética y
ha sido un método alternativo, teniendo en
cuenta las ventajas que ofrecen las esterasas na-
turales de Plexaura homomalla para hidrolizar
inicialmente la forma acetilada y metilada en
PGA; v luego, por transformaciones quimicas,
pasar a PGE sin necesidad de purificacién de
los estados intermedios 5. La prostaglandina E,,
cuya forma exodgena es el alprostadil, se utiliza
en neonatos con enfermedades congénitas. Ade-
mis, ha sido aplicada a pacientes con enferme-
dades vasculares periféricas y para el tratamien-
to de la disfuncién sexual masculina.

Por lo anteriormente expuesto el objetivo de
este trabajo fue el de optimizar el proceso de
extraccion de la esterasa de Plexaura homoma-
lla y evaluar su actividad enzimitica, asi como
establecer Ia influencia del tamafo de particula
sobre el proceso de hidrolisis del éster metilico
de la prostaglandina A; (MePGA; ).

MATERIALES Y METODOS
Como sustrato para determinar la actividad
enzimatica se utiliz6 MePGA;, obtenido en el la-

H,C@SO,—N—CH, _KOH
o B

boratorio, cuyas caracteristicas espectroscopicas
concuerdan con lo reportado 6.

Los diferentes procesos de hidrolisis desarro-
llados fueron controlados por cromatografia de
capa delgada (CCD), empleando como fase es-
tacionaria cromatoplacas Merck de vidrio de
10x10 c¢m, cubiertas con gel de silice GF- 254 de
0,25 mm de espesor. Como fase moévil para el
desarrollo de la CCD se us6 fundamentalmente
una mezcla de disolventes formada por: acetato
de etilo-isooctano-icido acético- agua (90:50:20:
100). Como revelador de las placas cromatogri-
ficas se utilizd dcido fosfomolibdico al 10% en
etanol en forma sumergida y se calentd poste-
riormente a 110 °C, hasta observar desarrollo de
color en las zonas resueltas por el sistema de
separacion empleado.

El anilisis de los resultados de los procesos
de hidrolisis se realizd en un densitometro CA-
MAG TLC Scanner II, utilizando la opcion Cali-
bration

Obtencion del éster metilico de PGA;

Para la formacién del MePGA; se empleo el
método via diazometano (Figura 1). El diazome-
tano se obtiene al gotear una solucion de hidro-
xido de potasio concentrada sobre una solucién
etérea de Diazald (N-metil-N-nitroso-p-toluen
sulfonamida).

ay, + me-(O)-soj

Figura 1. Esquema de obtencion de diazometano

La esterificacion (Figura 2) se efectiia afiadiendo la solucién de diazometano sobre la solucién

etérea de PGA;.
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Figura 2. Esquema de la esterificacion de PGA; (via diazometano)

El producto se caracterizoé por las técnicas
espectroscopicas de Resonancia Magriética Nu-
clear de 13C (RMN-13C), Espectroscopia Infrarroja
(R) y Espectrofotometria de Masa (EM). RMN-
13C (ppm): 173.8, 33.5, 24. 8, 27, 31.5, 126.7, 27,
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49.4, 210.4, 133, 165.2, 52.11, 130.2, 135.2, 72.5,
37.3,25.1,31.8,22.6, 14.0, 51.5 (C21). IR (, cm1):
3400 (OH C15), 1740 - 1710 (C=0), 1590, 970.
EM (m/e): 348 (M*), 330 (M-H,0), 190 (330-
CgH120), 107 (190-CgH; 1), 133 (190-C4Hy), 119



(190-CsHyp), 317 (M-OCHz), 299 (317-H,0), 316
(M-CH30OH), 298 (316-H,0), 277 (M-CsHyy), 245
(277-CH30H), 249 (M-CgHq,0), 217 (249-
CH;OH).

Estudio del proceso de obtencion

del complefo enzimdtico prostaglandina-
esterasa.

Obtencion de la esterasa’

Para la obtenciéon del complejo enzimitico
prostaglandina esterasa se utilizd cenénquima
de Plexaura homomalla, secado al aire bajo te-
cho y pulverizado. En un matraz de fondo re-
dondo de 6 L de capacidad se pesaron 250 g de
Plexaura homomalla seca y pulverizada al que
se anadieron 750 mL de acetona y se agitd du-
rante una hora. Luego se filtrd y el residuo soéli-
do se lavo repetidas veces con 100 mL de aceto-
na. Se dej6 secar al aire a temperatura ambiente
hasta peso constante y se obtuvo 240 g de un
polvo carmelita. A continuacién se transfirié a
un balén de fondo redondo de 20 L de capaci-
dad al que se afiadid agua desionizada en una
proporcion de 10:1 (mL de agua : gramo de
producto) y se agitd a temperatura ambiente du-
rante 24 horas. Al finalizar este tiempo se adi-
cionaron 6,6 L de acetona y se agitd por una
hora. Se filtré6 a vacio, a través de un embudo
de porcelana (buchner) y se lavd el sélido con
100 mL de acetona. El volumen total de acetona
utilizado en la técnica fue de 7,35 L. El residuo
solido se dejo secar hasta peso constante en co-
rriente de aire a temperatura entre 25 y 30 °C.
Se obtuvo un polvo fino de color carmelita. Se
realizaron tres réplicas y como promedio se ob-
tuvieron 233,2 g (rendimiento: 93,3%). Este se
conservd a -20 °C hasta su utilizacion.

Este método de obtencién constituye la Va-
riante 1. Dos nuevas Variantes (2 y 3) se ensaya-
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ron utilizando el mismo procedimiento pero re-
duciendo la cantidad de acetona a la mitad y a
la cuarta parte, respectivamente. Para ambas ex-
periencias se emplearon siempre 250 g de Ple-
xaura homomalla seca y pulverizada.

Los productos obtenidos en base a las tres
experiencias realizadas para la obtencion de la
enzima se denominaron Lotes 1, II, III. Estos
fueron tamizados con el fin de estudiar si el ta-
mano de particula influfa en la actividad enzi-
mitica, obteniéndose cinco fracciones corres-
pondientes a diferentes tamafios de particulas
para cada lote. Los tamafios de particula estu-
diados fueron los siguientes: 315, 450, 620, 710
y 1000 pm.

Evaluacion de la actividad enzimdtica del
complejo prostaglandina-esterasa

Se procedid a realizar la hidroélisis enzimatica
del MePGA; con tres réplicas para cada una de
las fracciones tamizadas de los tres lotes obteni-
dos. El MePGA,; se sometié a hidrolisis enzimati-
ca para obtener la forma 4cido libre utilizando
el complejo prostaglandina-esterasa en una pro-
porcion 10:1 de enzima a prostaglandina. Para
este proceso se empled una mezcla agua:aceto-
na como medio de reaccién 8.

Para la realizacién de la hidrélisis (Figura 3)
se disolvieron 0,1 g de MePGA; en 200 pL de
etanol espectroscopico y se anadid a una emul-
sién de 1,0 g de complejo prostaglandina-estera-
sa cuya composicion fue de 80:20 agua destila-
da: acetona, respectivamente, para un volumen
total de 5 mL. La emulsién debia ajustarse a pH
6,5 (pH 6ptimo) con 4dcido fosférico (0,4 mol/L)
pero no fue necesario porque se comprobd que
este era el pH del medio. La mezcla de reacciéon
se mantuvo con agitacién magnética de 300 rpm
y a una temperatura controlada de 25 °C.

MePGA,

Fsterasa NN COOH
»
pH=6.5
T=25°C z
PGA, OH

Figura 3. Esquema dela hidrélisis del MePGA,.

Para seguir el curso de la reaccion por CCD
se tomaron muestras cada hora hasta completar-
se la transformacion. Para la preparacion de la
muestra a aplicar se extrajeron 40 pL de la mez-

cla de reaccion y se afadieron sobre 120 pL de
acetato de etilo; se agitd y luego sedejé reposar
hasta la separacion de las fases. Se tomaron 2
pL de la fase de acetato de etilo resultante en
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cada experiencia y se aplicaron sobre el punto
de siembra.

Para los tamafos de particula 450, 620 y 710
pm se obtuvieron porcentajes de conversion si-
milares, por lo que se decidib realizar la biocon-
version del MePGA; utilizando el mayor (1000
1) vy menor (315 p) tamano de particula de cada

AE =

(c2—C1) " V reacc _ mL

lote, siguiendo la técnica descrita anteriormente.
El curso de la reaccidn se siguid por CCD a los
diez minutos de iniciada la reaccion y luego ca-
da hora. La intensidad de la senal se midi6 por
lecturas densitométricas evaluando por irea y
altura de picos. La actividad enzimatica se eva-
lud por la siguiente ecuacion:

U

(t2-t1) - MY (extracto)

En la cual AE = Actividad enzimitica, ¢ = %
de conversidon en PGA;, t = tiempo en que
transcurre l1a hidrolisis, Vieace= volumen total de
la reaccidon y mg (extracto) = mg de extracto enzi-
matico utilizados para llevar a cabo la reaccién.

El tratamiento estadistico se realiz6 mediante
el programa Statgraphics Version 3.78. Los valo-
res de actividad enzimdtica se compararon por
la prueba de Duncan utilizando el estadigrafo q

(o, p, fp.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la obtencién de los diferentes lotes
no hubo diferencias en cuanto al proceso de ex-
traccidn y se lograron rendimientos buenos para
cada uno de ellos. En el caso del lote I se em-
pled un volumen total de acetona de 7,35 Ly el
rendimiento final fue de 93,3%; para el Lote II el
volumen total fue de 3,675 L con un 92% de
rendimiento; para el lote III el volumen total de
disolvente fue de 2,025 L porque en [a primera
adicion de acetona se afiadieron 375 mlL para fa-
cilitar el proceso de agitacion y el rendimiento
fue de 95,3%.

Luego de haber obtenido el producto proce-
dimos a verificar, mediante la reaccion de hidro-
lisis del MePGA,, si la variacién en el volumen
de acetona y en el tamafio de particula afectaba
la actividad del complejo enzimaitico.

100 -
80
60 4
40 -
20

% de conversion

$€g - My (extracto)

0 T
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Mg (extracto)

Durante el estudio de la hidrolisis por ins-
peccién visual de la placa cromatografica pudo
observarse el curso de la reaccion, donde el
MePGA,; presentd un mayor valor de Rf que la
PGA;. Se observd que a las 6 horas la transfor-
macidn fue total en todos los casos estudiados.

Se analizaron los resultados obtenidos para
el proceso empleando las fracciones correspon-
dientes a 1000 y 315 pm de tamano de particula
de cada lote. Los resultados obtenidos por den-
sitometria evidencian que en los tres lotes la hi-
drolisis del MePGA,; fue efectiva y que la varia-
cion en el proceso de extraccidén de la esterasa
no influyd en su actividad enzimitica. Pueden
observarse los mejores % de conversion para el
mayor tamano de particula de los tres lotes, lo
que podria asociarse a que ocurra una ripida
difusién de la molécula dentro del cristal de la
proteina 9 y ademids a que durante el proceso de
trituracién en el caso de las particulas menores
se puede desnaturalizar la enzima. Los resulta-
dos de los % de conversién obtenidos por den-
sitometria se muestran en la Tabla 1, donde se
observa que para el lote III con un tamano de
1000 pm a las 3 horas la hidrélisis ocurre com-
pletamente, reduciendo el tiempo de trabajo a
la mitad.

En la Figura 4 puede observarse el compor-
tamiento de la hidrolisis por el % de conversiéon
promedio de cada lote en funcién del tiempo.

—4—Lote Il Figura 4. Comporta-
—— Lote 16 miento de la hidrdlisis
——Lote II1 para cada lote.

—&— Lote 116

—%— Lote III1

—&— Lote III6

t(h)
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lote: 11 Lote IS Lote Ml  Lote 5 Lot IOl Lot ms
TiempO pGa2  MePGA2 PGA2 MePGAZ PGA2 MePGA2 PGA2 MePGA2 PGA2 MePGA2 PGA2  Me PGA2
30.68 6932 2974 70.26 3201 67.99 1942 80.58 2847 71.53 2292 77.08
10min 31.03 6897 2998 70.02 3189 6811 19.78 80.22 2885 71.15 21.87 78.13
3085 69.15 2955 70.45 3218 6782 200 7998 2752 7248 2335 76.65
5897 41.03 4491 5509 5215 4084 3470 6533 4370 5630 40.38 59.62
1h 5915 4085 4550 54.50 53.06 4694 3392 66.08 44.25 5575 39.96 60.04
58.77 4123 4389 56.11 5205 4795 3487 06513 4318 5682 41.22 58.78
66.02 3398 5950 4044 0037 39.63 4414 5586 0614 33.86 45.52 54.48
2h 6528 3472 5829 41.71 61.17 3883 4535 5465 6586 34.14 45.29 54.71
6635 33.65 5997 40.03 59.88 40.12 44.03 55.97 06639 33.61 45.87 54.13
7314 27.26  69.56 3543 7632 23.68 46.11 53.89 100 0 49.17 50.83
3h 7425 2575 70.07 2993 7528 2472 4527 54.73 100 0 48.37 51.63
73.84 2616 6899 31.01 7659 2341 4680 53.20 100 0 49.55 50.45
7274 2686 6457 3543 7866 21.34 60.86 39.14 52.07 47.93
4h 7189 2811 6394 3606 7853 2147 59.67 4033 51.76 48.24
73.1 2688 64.79 35.21 7901 20.99 61.00 39.00 52.26 47.74
5h 100 0 7048 2952 8688 13.12 61.83 38.17 63.28 36.72
100 0 70.67 2933 8695 13.05 6175 3825 62.59 37.41
100 0 69.88 30.12 87.01 1299 6206 37.94 63.47 36.53
73.60 2640 100 0 66.02 33.98 100 0
6 h 72.28 27.72 100 0 6584 34.16 100 0
73.50 2650 100 0 66.29 33.71 100 0

Tabla 1. Resultados de la la hidrolisis del MePGA, medidos por densitometria, evaluando por altura del pico. L:
lote. I, I y IL: primer, segundo y tercer proceso de extraccion, respectivamente. 1: tamanio de particula de
1000 pym. 5: tamano de particula de 315 pm.

Los valores de actividad enzimitica del complejo prostaglandina esterasa calculados para cada lo-

te y los tamanios de particula correspondientes a 1000 y 315 pm se reportan en la Tabla 2.

LoteI 1 Lote16 LoteIl 1

Lote I 6 Lote III 1 Lote I 6

0.51 £ 0.03 0.29 + 0.02 0.48 + 0.03

0.31 £ 0.03 1.41 £0.02 0.59 £ 0.01

Tabla 2. Valores de actividad enzimatica de la esterasa.

En la comparacién de los valores de activi-
dad enzimitica mediante la prueba de Duncan
se obtuvieron diferencias significativas (Qexp >
Quab) entre todos los lotes, lo que indica que hay
influencia del tamano de particula y del volu-
men de disolvente que se utilizod.

CONCLUSIONES
Se demostrd que al optimizar el proceso de
obtencion de la esterasa no se afecta su activi-

dad enzimitica, siendo los mejores resultados
los que se obtienen con el método que emplea
la menor cantidad de reactivo y el mayor tama-
fio de particula.
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