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Identificacion de intermediario de reaccion de la enzima lipasa B
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Las lipasas (EC 3.1.1.3, triacilglicerol hidrolasas) son enzimas hidroliticas
ampliamente usadas en numerosas reacciones y procesos industriales debido a
su habilidad para catalizar diversas reacciones. La capacidad de estas enzimas de
resolver mezclas racémicas es aprovechada por la industria farmacéutica para la
obtencién de farmacos Opticamente puros. Uno de sus usos mas frecuentes se
encuentra en la resolucion cinética de antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
cuya actividad farmacoldgica reside principalmente en el enantiomero S. La lipasa
B de Candida antarctica (CALB) es una de las mas comunmente empleadas. Su
sitio activo es una triada catalitica compuesta por Ser105, Asp187 e His224, y
contiene un hueco oxianiénico formado por Thr40 y GIn105. EI mecanismo de
accién propuesto para esta enzima es conocido como Ping Pong Bi Bi e involucra
la formacién de dos intermediaros tetraédricos y un complejo acil-enzima. En este
trabajo, se estudian las especies intermediarias involucradas en la esterificacion
de ketoprofeno racémico catalizada por la enzima CALB por medio de
espectroscopia ATR-FTIR resuelta en el tiempo en condiciones estaticas y

transientes. En el primer caso, la formacion de nuevas especies de ketoprofeno
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durante el experimento dificulté la deteccion de las sefales. Estas especies fueron
identificadas como mondémeros y dimeros lineales y ciclicos del ketoprofeno
formadas por el aumento en la concentracion del mismo. El analisis en modo
transiente por c-MES-PSD permiti6 detectar precisamente la sefal
correspondiente al complejo acil-enzima sin la interferencia de las senales
intensas del espectro de referencia y las especies formadas por la concentraciéon
del profeno.



