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Introduccion

Colipasa

Tapa «

Mecanismo
de activacion
interfacial

Fig 2. Superficie molecular de PPL
Adaptada por: Luisa Velasquez

2. Manoel, E., dos Santos, J., Freire, D., Rueda, N., & Fernandez-Lafuente, R. (2015). Enzyme And Microbial Technology.
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Resorcinarenos

Macrociclos que adquieren O siios do uni
una caracteristica de anfitrion- /ig“'p"s » S1108 € Hmon por
- : puente de Hidrogeno
huésped por medio de
interacciones como: puentes
de hidrogeno, dipolo-dipolo,
cation-r, T-11 € hidrofébicas

cavidad rica en electrones 1

Fig 5. Estructura general de los resorcinarenos

5. Mandolini, L., & Ungarec, R. (2000). Calixarenes in action. London: Imperial College Press. pp.15-68
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Metodologia

1) Determinacion de la actividad de la lipasa

Realizado en
espectrofotometro Agilent
Cary 60, con Peltier para

v’ Espectrofotometria UV-Vis a 405nm

@]
J\ control de temperatura
? (CH,),,CH, S o
PPL
-+
+ H,0O . P
| (CH,),,CH,
NO, NO,
p-NPP p-NP Acido palmitico

Fig 8. Reaccion de la Lipasa pancreatica con p-nitrofenil paimitato (p-NPP)

Se realizo una prueba de calibracion para el p-NP

6. Bank, R. (n.d.). RCSBPDB - 1AKN: STRUCTURE OF BILE-SALTACTIVATEDLIPASE. [online] recuperado de: https://www.rcsb.org/3d-view/1 AKN/1
7. Guo, J., Chen, C., Wang, S., & Huang, X. (2015). Enzyme And Microbial Technology.
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Condiciones actividad optima PPL

Pesar (75.0 mg,

10.0 mL Buffer 20.0 mg de
10r2.0) ?3 ﬁ’ :220 —Diluir en—s fosfato disodico — Centrifugar a—» 10(2) gp;}npor —Pesar—s p-nitrofenil palmitato
g (PPL‘)’ (pH 8.00; 50.0 mM) (o-NPP)
|
> Aforar
Tomar 2.0 10.0 mL
mL de etanol
p-NPP: 100.0 uL, 90.0 uL, 80.0 PPL: 100.0 L
WL, 70.0uL, 60.0 uL, 50.0 L, |+— ULy 250.0 [—Volumen— Ce'dald‘" e en— o ,(p'LNPP)

40.0 uL, 30.0 uL y 20.0 uL uL SLAPULE, ¢ 0.4 mgim

7. Hernandez-Garcia, S., Garcia-Garcia, M., & Garcia-Carmona, F. (2017). Analytical Biochemistry.
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Interaccion Resorcinareno - PPL

coLani(c):igﬁes e
. » PPLy 0.4 mg/mL >
optimas de p-NPP
establecidas
Temperatura a
35°C y 60°C con
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propil resorcinareno

Proporciones (mg)
resorcinareno con

- 0.25:1 (30.0 mg /10 mL H20
y se llevé a 1/10)

Y

respecto a p-NPP

Buffer Tris (50.0 mM
pH: 8.00) para la
extraccion y
actividad de PPL

f

Evaluar

-2.5:1 (30.0 mg)
-1:1 (13.0 mg)

Y

Propil resorcinareno
en proporcién 0.25:1

13




2) Docking molecular

L-as geometrias La estructura
iniciales de los
S de PPL se
descargo de

reso]fﬁg:.ﬁfnos Protein Data

modeladas en el Bank, Ise
software lésaronAas .

Avogadro 1.2.0 cadenasAYy

Los resultados

fueron
evaluados por
medio del
sistema de
docking ciego
en SwissDock
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Los clusters se
procesaron
empleando el
software USCF
Chimera
1.13.1rc




a) Condiciones actividad optima PPL
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Resultados
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b) Interaccién resorcinareno - PPL

1,4
1,2
1
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Proporcion 0,25 : 1 (p-NPP)

Comparacion en 200 s
-R-azufrado = 106,1%
-Lower rim = 115,7%
-Metil = 119,0%

-Etil =175,7%

-Propil = 240,3%
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c) Ensayos a diferentes temperaturas

0,09 X
(T_"\ i 0,9
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o o
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d) Ensayo con buffer Tris

086

05

b
IS

pNP liberado (mM. L")
o o
N w

0.1

o

HO

HO
NH,

— Rstio- S

~——— Control H O

600

R- propil

Fig 9. Estructura quimica
tris(hidroximetil)aminometano

El buffer Tris permite extraer la enzima y
mantener su actividad, pero al evaluar la
reaccion enzimatica con los resorcinarenos
se genera una interferencia por su
interaccion con el grupo amino presente en
la estructura del Tris, generando un
complejo estable

9. Ryzhkina, 1., Pashirova, T., Habicher, W., Kudryavitseva, L., & Konovalov, A. (2004). Macromolecular Symposia, 210(1),41-48.
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e) Docking molecular
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R- propil

Rstio- S
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Conclusiones

! A, N
3) Se realiz6 docking moleculary se observé que
R- propil interactua con aminoacidos como valina
y glutamina facilitando la entrada del sustrato al

sitio activo de la enzima.
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