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RESUMEN

TITULO:

RESOLUCION CINETICA DE (R/S)-PROPANOLOL Y (R/S)-ATENOLOL ViA REACCIONES DE
ACETILACION MEDIANTE LA UTILIZACION DE LIPASAS INMOVILIZADAS*

Barbosa Oveimar, Torres Rodrigo**, Ortiz Claudia***.
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productos farmacéuticos, biocatalizadores.

El propanolol y el atenolol son conocidos agentes bloqueantes de receptores adrenérgicos usados
comunmente para el tratamiento de hipertensién arterial (ATH) y desordenes cardiovasculares. Sin
embargo, su uso en forma racémica ha mostrado la existencia de efectos secundarios tales como
bronco-constriccion en pacientes asmaticos y diabetes en pacientes hipertensivos. Se ha
demostrado que estos efectos secundarios son ocasionados por el enantidmero R. Por tal razones,
muchos autores han propuesto la obtencion de compuestos de alta pureza 6ptica para evitar estos
efectos adversos observados en las mezclas racémicas. Actualmente, tanto el propanolol como el
atenolol son distribuidos comercialmente en su forma racémica sin importar que su actividad
bioldgica reside tan solo en su enantiomero S.

Se ha bien establecido el uso de biocatalizadores como las lipasas de origen microbiano, para la
sintesis de drogas quirales.

En este studio, se investigo la enantioselectividad de derivados inmovilizados de lipasa de Candida
antarctica B (Cal-B) en la resolucion cinética del propanolol y del atenolol racémico en medio
organico. Derivados de Cal-B inmovilizados sobre soportes de Eupergit C catalizaron la
esterificacion enantioselectiva de (R/S)-propanolol y (R/S)-Atenolol usando acetato de vinilo como
donor acilo y tolueno como solvente organico. A fin de determinar las mejores condiciones de
reaccion, se determinaron los efectos ocasionados por la concentracién de propanolol, atenolol,
acetato de vinilo y carga del biocatalizador sobre la velocidad de conversion en la reacciéon de
esterificacion. La enantioselectividad de los diferentes derivados fue evaluada bajo las condiciones
seleccionadas siguiendo el curso de la reaccion por HPLC-quiral. Los derivados inmovilizados
exhibieron diferentes relaciones enantiomericas (E) y excesos enantiomericos (eep), destacandose
el derivado de Cal-B inmovilizado sobre el soporte EC con un E=57 y un eep=96 para el propanolol
racémico y para el atenolol racémico con un E=65 y un eep=96.

*Proyecto de grado
**Facultad de Ciencias, Escuela de quimica, Director Rodrigo Torres Saenz. Ph.D. en Quimica.
***Faculta de Salud, Escuela de bacteriologia, directora Claudia Ortiz Lépez. Ph.D. en Bioquimica.
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ABSTRACT

TITLE:

KINETIC RESOLUTION OF (R/S)-PROPRANOLOL AND (R/S)-ATENOLOL ROUTE
ACETYLATION REACTIONS USING IMMOBILIZED PREPARATIONS OF LIPASES*

Barbosa Oveimar, Torres Rodrigo**, Ortiz Claudia***.

Keywords: CAL-B, propranolol, atenolol, kinetic resolution, immobilized enzymes, pharmaceuticals,
biocatalysts.

Propranolol (1-isopropilamino-3-(1-naptoxy)-2-propanol) and atenolol are known adrenergic
blocking agents commonly used for the treatment of arterial hypertension (ATH) and some
cardiovascular disorders (CD). However, its use in a racemic form has produced some side-effects
such as bronco-constriction in asthmatic patients, and diabetes in hypertensive patients. Moreover,
it has been demonstrated that these side-effects could be attributed the ( R) isomer. For these
reasons, many authors have proposed obtaining compounds with high optical purity to avoid these
observed adverse effect of racemic mixtures of (R,S)-propranolol and (R/S)-Atenolol. Currently, the
commercially available preparations are racemic mixtures, in which only the S-enantiomer has
adrenergic blocking properties.

On the other hand, the use of biocatalysts, such as microbial lipases, used for the synthesis of
chiral drugs, has been well established. In this sense, the use of lipases in organic solvents has
allowed to synthesize single-isomer chiral drugs by enzymatic hydrolysis, trans-esterification, and
aminolysis reactions.

In this study, we investigated the enantioselectivity of immobilized derivatives from Candida
antarctica B lipase in the kinetic resolution of both racemic propranolol and tenolol in
organic media. Derivatives of Cal-B immobilized onto Eupergit C supports catalyzed resolution of
(R/S)-propranolol and (R/S)-Atenolol by esterification using vinyl acetate as acyl donor and toluene
as solvent organic. The effects of propranolol or atenolol concentration, vinyl acetate concentration
and biocatalyst loading were determined on conversion rate to determine the best reaction
conditions. Enantioselectivity of different immobilized derivatives were evaluated under selected
conditions reaction measuring course reaction by chiral-HPLC. The immobilized derivatives showed
different enantiomeric ratios (E) and enantiomeric excess of products (ee,), obtaining an E = 53 and
ee, = 96 for racemic propranolol and an E = 65 with ee, = 96 when the immobilized derivatives of
Cal-B were used in a toluene solution. In all cases immobilized derivatives showed
enantiopreference fo R-enantiomer.

*Degree of Project.
** Science of Faculty, School of Chemistry, Director: Rodrigo Torres Saez, Ph.D. in Chemistry.
*** Health of faculty, School of bacteriology, Co-Director: Claudia Ortiz, Ph.D. in Biochemistry
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INTRODUCCION

Las enzimas como catalizadores altamente selectivos han contribuido a enfrentar
grandes desafios en la sintesis organica fina. Ejemplo de ello es la
regioselectividad mostrada por las enzimas en la resolucion de moléculas quirales
complejas sin la necesidad de proteccion de otros grupos funcionales de la
molécula que puedan influenciar en la especificidad del producto obtenido (Gotor-
fernandez et al., 2006).

Las lipasas (triacilglicerol acilhidrolasas, EC. 3.1.1.3) son enzimas de interés en
Quimica organica porque aceptan sustratos muy diferentes con una alta
especificidad, lo que contrasta en muchos casos con una elevada

regioespecificidad y enantioselectividad. (Reetz et al., 2002)

Las lipasas presentan un complejo mecanismo de activacion interfacial, que
implica cambios conformacionales entre una forma abierta y una forma cerrada de
la molécula enzimatica. La complejidad de este interesante mecanismo de
activacion genera grandes dificultades en el entendimiento y control de la
aplicacion de las lipasas. Sin embargo, puede convertirse en una interesante
herramienta que permita la modificacién de las propiedades biocataliticas de estas
enzimas (Fernandez-Lafuente et al., 1998; Sabuquillo et al., 1998; Bastida et al.,
1998).

La enantioselectividad constituye una de las propiedades cataliticas mas
importantes de las lipasas. Esta es la base para las multiples aplicaciones en
sintesis organica con especial interés en la industria farmacéutica, donde se hace

necesario la obtencion de compuestos enantiomericamente puros.



Diferentes compuestos usados como farmacos se encuentran en su forma
racémica y pueden ocasionar efectos secundarios o efectos toxicos, debido a que
pueden interactuar con blancos diferentes o inhibir competitivamente la accién
biolégica del enantiomero apropiado. Por esta razén la industria farmacéutica ha
realizado enormes esfuerzos para producir drogas enantiomericamente puras con
el consecuente incremento de su actividad biologica (Pamies y Backvall, 2001;
Gonzalez et al., 2004; Puertas et al., 1996).

En este sentido, los amino-alcoholes constituyen un interesante grupo de
compuestos organicos quirales con amplio uso en la industria farmacéutica como
agentes bloqueadores de los receptores beta-adrenérgicos. Estos juegan un
importante rol en el tratamiento de una gran variedad de enfermedades humanas.
Entre los amino-alcoholes destacan el propanolol y el atenolol como agentes
antihipertensivos, administrados frecuentemente en su forma racémica. Sin
embargo, se han observado efectos secundarios en pacientes que han sido
tratados con estos farmacos y se ha determinado que tales efectos estan

asociados a uno de sus enantiomeros (Main, 1990; Kamal et al., 2008).

Las lipasas han sido utilizadas durante los procesos de obtencion de enantidmeros
opticamente puros con actividad biolégica a partir de propanolol y atenolol. Estos
métodos biocataliticos han resultado mas efectivos que los métodos quimicos
convencionales (Dordick, 1991; Avila-Gonzélez et al., 2005; Gotor, 2002).

En esta investigacion, se estudiaron las propiedades biocataliticas expresadas por
diferentes derivados de lipasa de Candida antarctica B (CALB), obtenidos por
diferentes métodos de inmovilizacion. Se utilizaron soportes epdxidos
multifuncionales, los cuales se evaluaron en la resolucion cinética de los sustratos

quirales (R/S)-Propanolol y (R/S)-Atenolol. Se ensayaron reacciones de acetilacion



en tolueno como medio organico y acetato de vinilo. Adicionalmente, se determino
el efecto causado por la concentracién de sustrato, donor acilo y carga de

biocatalizador en la reaccién sobre la velocidad de reaccion.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar nuevos biocatalizadores inmovilizados con enantioselectividad
mejorada a partir de la lipasas de Candida antarctica B, que permitan la resolucién

cinética de farmacos quirales como el (R/S)-propanolol y el (R/S)-atenolol.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto del tipo de inmovilizacion (covalente, idnica, adsorcién fisica) y
biocatalizador obtenido sobre la resolucion cinética de farmacos de interés

farmacéutico del tipo amino-alcohol.

Evaluar el efecto de la insolubilizacién de las lipasas mediante su agregacion y
posterior entrecruzamiento mediante el uso de glutaraldehido como reactivo

bifuncional.

Seleccionar el mejor biocatalizador con base en la obtencién de los mejores

valores de rendimiento y razén enantiomérica (E).



1. MARCO DE REFERENCIA

1.1LIPASAS

Las lipasas (triacil glicerol acil-hidrolasas EC 3.1.1.3) son enzimas pertenecientes
a la familia de las hidrolasas serinicas y se encuentran ampliamente distribuidas
en la naturaleza, pero solamente las de origen microbiano son comercialmente

significativas (Ghanem, 2007).

En general, las lipasas presentan un gran interés en quimica organica, ya que se
caracterizan por una amplia especificidad, transformando sustratos muy
diferentes, lo cual contrasta, en algunos casos con una elevada regio- y enantio-
selectividad (Reetz, 2002; Koeller y Wong, 2001). Debido a estas propiedades,
son las enzimas con mayor uso en biotransformaciones (Figura 1), que incluyen la
resolucion de mezclas racémicas (Sobolev y col., 2002; Queiroz y Nascimento,

2002, Palomo y col., 2004).

O

PN

fe) R4 OR fe)

)J\ )j\NHNHRZ
Hidrolisis H,0 )L R,NHNH Hidrazindlisis

R NH,
Transesterificacion H20;, RoNH, Amonadlisis
0 0
R1)J\OOH R1)kNHR2

Perhidrdlisis Amindlisis

Figura 1. Reacciones catalizadas por lipasas.



1.1.1 Estructura de las lipasas

Durante la década pasada, mediante técnicas cristalograficas se determiné la
estructura de lipasas de diferentes origenes identificAndose en general una
estructura de tipo a/f hidrolasa (Derewnda y col., 1992a, b; Grochulsky y col.,
1993; Rubin, 1994).

De igual forma, se determiné que en la mayoria de las lipasas existe un elemento
movil, el cual es conocido como “lid”, consistente de una o dos alfa hélices cortas
unidas al cuerpo de la lipasa por elementos estructuralmente flexibles. Brzozowski
y col., (1991); Uppenberg y col., (1995), confirmaron y demostraron la existencia

del /id sobre el sitio activo de las lipasas a través de complejos inhibidores.

La informacion acerca de las conformaciones estructurales de las lipasas permitio
establecer que en presencia de medios acuosos homogéneos, la lipasa cristaliza
con el centro activo totalmente aislado del medio de reacciéon por una cadena
polipeptidica, llamada tapadera (flat o /id) haciendo inaccesible la entrada de los
sustratos (conformacién cerrada). Esta cadena polipeptidica presenta en su cara
interna una serie de residuos hidrofdbicos que interaccionan con las zonas
hidrofobicas que rodean al sitio activo de las lipasas (Palomo et al., 2002; Bastida
et al., 1998).

Por el contrario, cuando la enzima se cristaliza en presencia de interfases
hidrofébicas se obtiene una conformacion totalmente distinta, en la cual la
tapadera se ha desplazado, producto de la interaccién de puentes salinos y
puentes de Hidrégeno con otra zona de la superficie de la lipasa, dejando libre el
centro activo de la enzima (conformacion abierta). La figura 2 muestra las

distintas conformaciones de las lipasas.



lid

Conformacion cerrada Conformacién abierta

Figura 2. Conformaciones estructurales de la lipasa de Candida antarctica B. Tomada de Protein

Data Bank, cédigo de acceso 1TCB.

Las singulares caracteristicas estructurales de las lipasas sugieren que la
presencia del lid es un determinante estructural y funcional de la actividad y
selectividad de esta enzima catalizando diferentes reacciones en quimica organica
(Reetz, 2002).

En el 2006, Francesco Secundo y colaboradores, estudiaron la influencia del lid
sobre las propiedades cataliticas de las lipasas en reacciones de
transesterificacion. El rol de esta region sobre la modulacion de la funcién de las
lipasas fue determinado en tres diferentes lipasas recombinantes Candida rugosa
(CRL), Pseudomonas fragi (PFL) y Bacillus subtilis (BSLA), modificadas en la
secuencia del /id. Los resultados mostraron que las proteinas mutadas en el lid
presentaban menores valores de actividad y selectividad en solventes organicos.
Estos resultados soportaron fuertemente la idea de la importancia que tiene el lid



en la modulacion, no sélo de la actividad, sino también en la especificidad,

enantio-selectividad y estabilidad de las lipasas.

De acuerdo con lo anterior, a la hora de utilizar la lipasa como catalizador de una
reaccion en quimica organica, es preciso considerar algunas peculiaridades de su
mecanismo de accion, para lo cual resulta indispensable el estudio de su

estructura molecular.

1.1.2 Mecanismo de accion de lipasas

La informacion de las conformaciones estructurales de las lipasas obtenidas a
través de difraccion de rayos X, permitio establecer que en su mecanismo
catalitico ocurre un fendmeno denominado “activacion interfacial de lipasas”
(Desnuelle, 1972; Verger, 1980). Este término es usado para describir el gran
incremento en la actividad de este tipo de enzimas al ser contactadas con

interfases hidrofébicas.

Se sabe que la principal caracteristica de las lipasas es su actividad en presencia
de interfases hidrofébicas (micelas de sustratos, solventes organicos no miscibles,
etc.). Esta activacion que sufre la lipasa en presencia de interfases fue reportada
inicialmente por Sarda y Desnuelle (1958) y ha sido confirmada por muchos
autores a través de estudios cristalograficos (Brady et al., 1990; Winkler et al.,
1990; Brozozowski et al., 1991; Nobel et al., 1993; Ericsson et al., 2008).

De acuerdo con este mecanismo de activacion, en ausencia de interfases, las
lipasas muestran una cadena polipeptidica (/id) en su estructura secundaria, la
cual cubre su sitio activo impidiendo el acceso del sustrato (conformacion
cerrada). Sin embargo, en presencia de interfases hidrofébicas, se presentan
importantes cambios que dan lugar a la generacion de una “conformacion abierta”

de la enzima en la cual el lid es desplazado como resultado de la exposicion de
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superficies hidrofobicas que ahora interactuan con la interfase. De esta manera,
confirieren funcionalidad a la enzima. La figura 3, representa el mecanismo de

activacion interfacial que muestran las lipasas.

cara externa del lid

conformacion

cerrada conformacion
; - abierta

interfase hidrofobica

Figura 3. Activacion interfacial de lipasas con interfases hidrofébicas.

Por otro lado, es evidente que las lipasas en medios acuosos presentan actividad
catalitica, en muchos casos comparables a la de esterasas no lipasicas. Esto
sugiere que las lipasas en sistemas acuosos homogéneos se encontrarian en un
cierto equilibrio entre la conformacion cerrada y la conformacién abierta que les

permiten ser cataliticamente activas en ausencia de interfases (figura 4).

>
C —— ¢ K

Conformacion cerrada Conformacién abierta

Figura 4. Equilibrio conformacional de lipasas en medios acuosos homogéneos.
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1.2 ENANTIOSELECTIVIDAD DE LIPASAS

La enantioselectividad es tal vez la propiedad mas importante de las lipasas y es
la base de numerosas aplicaciones para la preparacion de alcoholes y ésteres

opticamente puros (Léonard-Nevers et al., 2009).

Aunque el conocimiento del enantiomero que reacciona a una mayor velocidad
puede ser previsto usando reglas empiricas (Kazlauskas et al., 1991), rara vez
puede ser predicha la magnitud de la enantioselectividad. Las bases moleculares
de reconocimiento quiral son complejas y no elucidan completamente la
enantiopreferencia de las lipasas por un determinado enantiomero. Sin embargo,
se han hecho grandes esfuerzos para la formulacidn de normas y criterios
basados en resultados de estudios experimentales y de modelamientos

moleculares.

Estudios previos han mostrado que factores como la estructura del sustrato
(Kazlauskas, 1991; Rotticci et al., 1998; Hwang et al., 2000; Schulz et al., 2000), el
efecto del solvente del medio de reaccién (Ottosson et al., 2000; Ducret et al.,
1998; Wehtje et al., 1997), la actividad termodinamica del agua (aw) (Ducret et al.,
1998; Persson et al., 2002; Jonsson et al., 1999) y la temperatura (Phillips, 1992;

Phillips, 1996) influyen de manera significativa sobre la enantioselectividad.

1.3 ESTABILIZACION Y MODULACION DE LAS PROPIEDADES
CATALITICAS DE LAS LIPASAS

La posibilidad de disponer de derivados enzimaticos altamente estables en las
condiciones de operacion es uno de los objetivos mas importantes en reacciones
de biotransformacién. Para el caso particular de las lipasas, en las cuales se

presenta un equilibrio conformacional, es interesante conocer cual de las dos

10



conformaciones es mas estable. Ya sea la conformacion que tiene fijada la
estructura abierta o la que se encuentra en un equilibrio mayoritariamente
desplazado hacia la conformacién cerrada. De acuerdo con lo anterior, resulta
sumamente interesante la preparacion de diferentes derivados de lipasas en los
cuales a través de estrategias de inmovilizacién sea posible la modulacién de sus
propiedades cataliticas por la alteraciéon del equilibrio conformacional existente
(Mateo et al., 2000, Bastida et al., 1998).

Teniendo en cuenta los grandes cambios conformacionales que sufren las lipasas
y el gran numero de fuerzas implicadas en el mantenimiento de la estructura de
las diferentes conformaciones, el centro activo de la lipasa parece ser facilmente
alterable, con lo que se podria conseguir modular las propiedades de la enzima.
Para ello se puede hacer uso de dos herramientas distintas como la ingenieria del

medio de reaccion y la ingenieria del derivado (Palomo et al., 2004).

1.3.1 Ingenieria del medio de reaccion

Se ha descrito en la literatura, que las propiedades cataliticas de las lipasas
(selectividad, estereospecificidad), pueden ser facilmente moduladas por las

condiciones del medio de reaccion (Wehtje y col., 1997; Persichetti y col., 1996).

La influencia de las condiciones ambientales de reaccion sobre las propiedades de
la enzima puede ser consecuencia del complejo mecanismo de accion (activacion
interfacial), que involucra cambios conformacionales significativos en la estructura

de la enzima (Derewenda y col., 1992; Brzozowski y col., 1991).

De esta manera, cualquier cambio en las condiciones del medio puede alterar
significativamente todo el balance de interacciones: los disolventes favoreciendo el

bolsillo hidrofébico y fortaleciendo las interacciones electrostaticas, el pH alterando
11



el tipo y cantidad de interacciones entre el lid y el resto de la superficie de la
proteina, la fuerza i6nica haciendo mas desfavorable la presencia del bolsillo
hidrofobico y debilitando las interacciones del lid con el resto de la proteina, etc.
Por lo tanto, las condiciones experimentales afectaran dramaticamente el equilibrio
entre la conformacion abierta y cerrada de la lipasa, la forma exacta del centro

activo, y sus propiedades cataliticas (Palomo et al., 2002; Palomo et al., 2004).

La figura 5, muestra la complejidad que implica el cambio conformacional que
presentan las lipasas. En relacién con la conformacion abierta, la estructura de las
lipasas estara definida por la interaccion del bolsillo hidrofébico, bien sea con el
sustrato o con el medio de reaccidon, mientras que el lid debera acomodarse
mediante un cierto numero de interacciones electrostaticas, puentes de hidrogeno,

etc.

interacciones hidrofobicas

é ~——— Bolzillo hidrofdbico

Interacciones puente de Hidrdgeno y
puentes salinos

B

cambio
experimental

Interacciones electrostaticas

%

pH, co-disolventes, T

Figura 5. Efecto de las condiciones experimentales en el mecanismo de apertura y cierre

de la lipasa.

12



La modulacion de las propiedades cataliticas de las lipasas a través de la
modificacion de las condiciones del medio que las rodea se ha denominado
“‘ingenieria del medio de reaccidon”. Esta estrategia se ha empleado para modular
el comportamiento de diferentes enzimas que sufren grandes cambios
conformacionales durante la catalisis, como por ejemplo la penicilina G acilasa
(Terreni y col., 2001; Rocchietti y col., 2001).

1.3.2 Ingenieria del derivado

El desarrollo de diversas estrategias de inmovilizacion sobre una gran variedad de
soportes activados con diferentes grupos funcionales ha permitido el avance de
metodologias que permiten inmovilizar proteinas de forma controlada y dirigida a
través de diferentes zonas de su superficie (aquellas con mayor densidad de
histidinas, de lisinas, etc.). El grado de activacién del soporte y las condiciones de
inmovilizacion permiten controlar el grado de unidon enzima-soporte y por lo tanto
la rigidez de la zona inmovilizada (Figura 6) (Mateo et al., 2004; Palomo et al.,
2003).

OH ?H ,

Inmovilizacién pura _ /
b=
OH  OH

Orientacion C . A Lz 29

u’ - @

Q 0

Rigidez 4% Y =

Figura 6. Modulacion de las propiedades catalitica a través de la Ingenieria del derivado.
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Con base en diferentes investigaciones, se ha demostrado la efectividad de la
ingenieria del derivado para la modulacion de las propiedades cataliticas de las

enzimas, especialmente de las lipasas.

En el afio 2000, Mateo y colaboradores inmovilizaron diferentes enzimas sobre
soportes epoxidos multifuncionales, proponiendo este tipo de inmovilizacion como

una herramienta util para mejorar la inmovilizacion covalente de proteinas.

Posteriormente, Palomo y col (2000), modificaron las propiedades de actividad y
enantioselectividad de lipasa Candida antarctica B (CAL-B) mediante herramientas
de ingenieria conformacional. Esta lipasa fue inmovilizada en soportes poliméricos
activados con diferentes grupos funcionales para interactuar con los aminoacidos
superficiales de las lipasas. Cada derivado inmovilizado presentd diferente
actividad y enantioselectividad al catalizar la hidrélisis de un compuesto aquiral y
dos compuestos quirales bajo diferentes condiciones de reaccién. Asi por ejemplo,
se obtuvo el enantiomero R del acido mandélico con una pureza del 91%
utiizando CAL-B inmovilizada en soportes activados con polietilenimina (PEI),
mientras que el enantiomero R del acido 2-butiroil-2-fenilacético fue obtenido con
una pureza del 99,5% utilizando el derivado enzimatico de lipasa inmovilizada en

soportes activados con glutaraldehido.

Ese mismo afio (2002), Palomo y col., purificaron la lipasa de Candida rugosa y la
inmovilizaron utilizando diferentes protocolos de inmovilizaciéon, tales como:
adsorcion interfacial sobre soportes de glioxil-agarosa, adsorcion iénica en
soportes rodeados con polietilenimina (PEI) e inmovilizacidén covalente en soportes
activados con glutaraldehido. El derivado adsorbido interfacialmente fue el mas

activo usando sustratos simples (butirato de etilo), mientras que el soporte-PEI fue
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el mas activo, hidrolizando sustratos idnicos (acido 2-fenil-2-butiroilacético) o

mandelato de metilo.

Adicionalmente, Palomo y col. (2003), modificaron las propiedades cataliticas de la
lipasa de Mucor miehei mediante inmovilizacién directa en resinas epoxido
heterofuncionales. En este estudio, se produjo el enantiomero S del acido 2-fenil-
2-butiroil-acético con una pureza del 90% y una enantioselectividad de 59,
utilizando el derivado sobre un soporte activado con grupos carboxilos

provenientes del acido iminodiacético (IDA-Sepabeads).

En el afo 2005, Fernandez-Lorente y col., purificaron diferentes lipasas de
Aspergilus niger utilizando adsorcion interfacial selectiva de lipasas sobre soportes
hidrofobicos. Con estos derivados se obtuvo el enantiomero S del acido 2-fenil-2-
butiroilacético con una pureza mayor del 99% y una enantioselectividad mayor de
100.

Recientemente, Siti Salhah Othman y col. (2008), lograron una produccion
altamente enantioselectiva de (R)-butirato de metilo utilizando lipasa de Candida
rugosa (LCR) inmovilizada en soportes activados con grupos epoxidos. El
compuesto mencionado fue obtenido con una pureza del 100% con la LCR

inmovilizada en soportes epdxidos de Eupergit C.

1.4INMOVILIZACION DE LIPASAS CON DISTINTAS ORIENTACIONES

Las enzimas pueden ser inmovilizadas sobre un soporte, a través de algun tipo de
interaccion entre los residuos aminoacidicos de la molécula proteica y el soporte.

En consecuencia, se pueden producir pérdidas considerables en la expresion de
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actividad y enantioselectividad del catalizador al comprometer el sitio activo (o

residuos ubicados en su vecindad) en la unién con el soporte.

De acuerdo con lo anterior se han ensayado diferentes protocolos de
inmovilizacion que incluyen el uso de soportes multifuncionales, con los que se ha
logrado adicionalmente modificar la orientacién de la enzima inmovilizada, sin

comprometer residuos aminoacidicos cercanos al sitio activo (Palomo et al., 2002).

Para el caso particular de las lipasas, la inmovilizacién puede producir una fuerte
distorsion sobre su sitio activo, reduciendo completamente la movilidad de los
grupos funcionales de la proteina, ocasionando con ello una dramatica alteracién

de sus propiedades cataliticas. (Fernandez-Lafuente et al., 1998).

Estudios previos han demostrado que derivados de una misma lipasa inmovilizada
sobre distintos soportes exhiben enantioselectividades muy diferentes. Incluso en
algunos casos, se observo inversion de la enantiopreferencia de la enzima debido
muy posiblemente a la manera en la que se orienta la lipasa sobre el soporte y la
forma en que expone su sitio activo al acceso del sustrato (Palomo et al, 2003;
Palomo et al., 2004; Palomo et al., 2005). De alli que el tipo de soporte y la
activacion de la superficie del mismo, sean parametros altamente significativos

sobre la enantioselectividad expresada por el biocatalizador lipasico.

1.4.1 Inmovilizacion de lipasas sobre estructuras hidrofobicas.

Las singulares caracteristicas estructurales de las lipasas las hace altamente
afines por interfases hidrofdbicas, facilitando el desarrollo de métodos eficientes

de inmovilizacion (Malcata et al., 1992; Bosley y Clayton, 1994).
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La conformacion abierta de las lipasas muestra al medio un gran bolsillo
hidrofobico que por sus caracteristicas tiene una gran afinidad por cualquier tipo
de superficie hidrofobica. Se ha descrito que las lipasas se adsorben a diferentes
estructuras hidrofébicas tales como gotas de grasa y soportes hidrofébicos (octil-
agarosa, glioxil-agarosa). La adsorcion en soportes hidrofébicos se ve favorecida
por una baja fuerza ionica facilitando el desplazamiento del lid y generando la

conformacion abierta de la enzima (Figura 7).

Gota de grasa
Lipasa abierta y activa

v &

=== Zona hidrofilica

Lipasa cerrada | > Soporte
e inactiva L &
Activacion
Interfacial
Hidrofobina
m=m= 7ona hidrofébica — &) e

Figura 7. Adsorcion de lipasas sobre superficies hidrofébicas.

Adicionalmente, la inmovilizacién sobre estructuras hidrofébicas a baja fuerza
idnica ha provisto un método eficiente de purificacion de lipasas ya que bajo esta

condicidn son las unicas proteinas que se adsorben sobre este tipo de soportes.

Sabuquillo y col., (1998) purificaron a través de cromatografia de afinidad
interfacial preparados comerciales de lipasas de Rhizopus niveus (RNL) y Candida
rugosa (CRL) sobre soportes hidrofobicos activados con butil, fenil y octil-agarosa,
a baja fuerza ionica. Los resultados obtenidos mostraron que bajo esta condicién,
no se presentaba la adsorcidn de proteinas como las esterasas. Sin embargo, las
lipasas se adsorbian rapidamente y podian ser separadas posteriormente a través

de su desorcién y purificacion con triton X-100.
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1.4.2 Inmovilizacién sobre soportes epéxidos (Eupergit C)

Los soportes Eupergit/Sepabeads comerciales son soportes epoxiacrilicos, con un
cierto grado de hidrofobicidad. Estos soportes presentan poros con grandes
superficies recubiertas de grupos epoxido; los cuales en principio son capaces de
reaccionar con varios grupos funcionales de la proteina dependiendo de las
condiciones de inmovilizacién. Este tipo de interaccion genera uniones muy
estables: grupos amino (amino secundario), tioles (tio-éteres), hidroxilo (éteres).
Sin embargo, los grupos epoéxidos, presentan una reactividad muy baja con las
enzimas solubles en condiciones suaves (pH 7, baja fuerza ionica) (Wheatley y
Schmidt, 1999; Mateo et al., 2000). La figura 8 ilustra la reactividad de los grupos
epoxidos.
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Figura 8. Reactividad de los grupos epéxidos dependiente del pH.

Como se aprecia en la figura 8, los soportes epdéxidos como el Eupergit C son
susceptibles de reaccionar a pH= 10, mediante adiciones nucleofilicas con

diferentes ligandos como proteinas (Wheatley, 1991; Wheatley et al., 1993),
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acidos nucléicos (Wheatley, et al., 1996) y varias moléculas pequefas (Bauer-

Arnaz et al., 1998) a través del anillo epoxido del soporte.

La inmovilizacion sobre soportes epoxidos ha abierto un gran camino para la
funcionalizacion de los mismos y su implementacion en procesos de
inmovilizacion. Ejemplo de ello, fue la activacion del soporte Eupergit C (figura 9a)
con diferentes grupos funcionales para su implementacion en un proceso de
inmovilizacion multipuntual de diferentes enzimas (Mateo y col.,, 2000). El
mecanismo de reaccion del ligando afin a la fase epoxica se muestra en la figura
9b.

........................................

i H Eupergit C '
a) Metacrilamida - /0
Alil glicidil éter —'-> HaC N o
o i /\
N.N"-metilen-bis- | £, o o i
(metacrilamida) NN
H N
Glicidil metacrilato | —— / : CHs
b)
OH
0] \
CH,OCH,CH——CH, + Nuc R >/ CH,OCH,CH——CH,NucR

R= macromolécula y Nuc=NH, OH, SH

Figura 9. a)Estructura Eupergit C; b)Reaccion de activacion de soportes epdxidos.

Se ha propuesto que el proceso de inmovilizacibn de enzimas a soportes con
grupos epoéxido (Figura 10) se produce siguiendo un mecanismo en dos etapas

que se mencionan a continuacion (Mateo et al., 2001):
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1°-La adsorcién fisica de la enzima sobre el soporte (tradicionalmente una

adsorcion hidrofobica).

2°-La unién covalente entre la enzima adsorbida y los grupos epéxido del soporte.

A A
AA 1M fosfato pHT
_‘& _& Adsorcion hidrofébica . = k H!"

Eupergit C
Inmovilizacién covalente
intrameolecular

Figura 10. Inmovilizacién sobre soportes epoxidos.

Mateo y col.,, en el 2000, a través de esta estrategia de inmovilizacion,
insolubilizaron la penicilina G acilasa de Escherichia coli, la lipasa de Candida
rugosa y la B-galactosidasa de Aspergillus oryzae. Los resultados obtenidos
mostraron que la inmovilizacién de estas proteinas en los soportes activados con
grupos epoxidos sucede a través de una via rapida de adsorcion fisica de las
proteinas sobre la superficie del soporte. Estos estudios mostraron que estas tres
enzimas pudieron ser inmovilizadas a través de tres estrategias diferentes de
activacion del soporte epoxido utilizando otros grupos funcionales. Los mejores
derivados fueron estables y preservaron su actividad entre el 75 y 100% con

respecto a las actividades de las enzimas solubles.
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1.5 ENTRECRUZAMIENTO DE AGREGADOS ENZIMATICOS (CLEA)

Recientemente, se desarrollé una nueva estrategia de inmovilizacion de enzimas,

llamada entrecruzamiento de agregados enzimaticos (CLEA). En la figura 11 se

aprecia de una forma general el proceso de elaboracion de los CLEAs.

Solvente
Sales

Polimeros

Glutaraldeg!'do

Enzima Soluble

Enzima precipitada

CLEA

Figura 11. Elaboracion de agregados entrecruzados.

Esta técnica consta de una etapa de precipitacién y agregacion de la enzima, la

cual es inducida por la adicidon de sales, solventes organicos, polimeros no iénicos

y acidos. Esta etapa de precipitacion es comunmente utilizada como método de

purificacion de proteinas (Sheldon y col., 2004).

Estos agregados fisicos son estructuras supramoleculares unidas por enlaces no

covalentes redisueltos cuando son dispersados en agua. La formacion de estos

agregados fisicos es posible debido a un cambio en el estado de hidratacion de

las moléculas de la enzima o por la alteracidon de la constante electrostatica de la

solucién por la adicion de un agente de agregacion o precipitacion apropiado (Cao

y col., 2004).
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Durante la etapa de agregacion la solubilidad de la enzima en el medio
circundante decrece. Cuando este proceso es bajo, la enzima puede
desnaturalizarse por causa de una gran fuerza ejercida sobre su estructura; lo cual
sugiere, que la formacion del agregado insoluble de la enzima constituye una
etapa esencial para la retencion de la actividad enzimatica durante el
entrecruzamiento. De esta forma, se hace necesaria la seleccién adecuada del

agente precipitante.

La siguiente etapa es la de entrecruzamiento del agregado fisico, que consiste
basicamente en la formacion de enlaces covalentes entre los grupos reactivos del
agente bifuncional y los residuos aminoacidicos de la enzima, principalmente
lisina. En esta etapa la estructura del agregado y la actividad catalitica de la

proteina individual se mantienen.

De forma interesante, el rendimiento de la actividad del agregado enzimatico
entrecruzado excede al de la enzima nativa. Esta hiperactivacion puede ser
originada por un cambio conformacional de la proteina inducido por el estado de

agregacion (Sheldon y col., 2004).

El glutaraldehido es el agente entrecruzante mas efectivo de proteinas, debido en
gran medida a las variadas estructuras que puede tomar en solucion acuosa. Esto
le permite bajo determinadas condiciones de pH, temperatura y concentracion,
reaccionar con ciertos grupos funcionales de residuos aminoacidicos de las
proteinas. Tales grupos funcionales incluyen amino, tiol, fenol e imidazol debido a

que el lado de la cadena mas reactiva de los aminoacidos son nucledfilos.
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1.6 RESOLUCION CINETICA CATALIZADA POR LIPASAS

La resolucion cinética de compuestos racémicos es probablemente la
biotransformacion por excelencia de las lipasas en procesos de sintesis organica

de compuestos con especial interés en la industria farmacéutica.

El éxito de esta reaccion biocatalitica depende de que los dos enantiomeros
puedan reaccionar en distintas velocidades con una entidad quiral (Rouhi, 2003,
Van-Beilen y Li, 2003).

La reaccion de resolucion cinética catalizada por lipasas para un sistema
reversible se puede representar como se muestra en la figura 12. En el estado
inicial de la reaccion la enzima reacciona preferiblemente sobre el enantiomero A
(reactante mas rapido) y lo transforma en su respectivo producto P, mientras la
concentracion del enantiomero B (reactante lento) se mantiene mayoritariamente
intacta. Cuando se establece el equilibrio entre el enantiomero A y el producto P la
concentracién del enantiomero B comienza a cambiar, disminuyendo la pureza
Optica del enantidmero A remanente y del producto P. Por lo que el tiempo éptimo
para terminar la resolucion es cuando se haya alcanzado el equilibrio del reactante
rapido (Chen et al., 1987).

—1 = p
—~——

ko
k

B =Q
4

Figura 12. Resolucion cinética catalizada por lipasa para un sistema reversible. La
resolucién ocurre cuando k; es diferente de ks, tal que entre mayor sea la diferencia una

mejor resolucién es obtenida. Para un sistema irreversible k, = k, = 0.
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Puesto que las lipasas poseen la habilidad de discriminar entre dos enantiomeros
a partir de una mezcla racémica, el parametro escogido para describir la estéreo-
selectividad o enantio-selectividad de las reacciones catalizadas por lipasas es la
relacion enantiomérica (E). E es un parametro cinético, que depende del
catalizador y de las condiciones del medio (pH, temperatura, etc.). El valor de E
esta definido como la relacién de las constantes especificas de velocidad para los

dos enantiomeros de la mezcla racémica, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

K. /K
K = M ;R es el enantiomero reactante mas rapido (2)

E=1
k3 (kcat/KM )S

Donde k es la constante de velocidad y Km es la constante de Michaelis-Menten.
Rakels et al, (1993) desarrollaron esta ecuaciéon en términos del exceso
enantiomérico del producto (eep), el enantiomero remanente (ees) y la conversion
(c). De tal forma que para una reaccidén enzimatica reversible, el valor de E puede

ser expresado por la siguiente ecuacion:

_ Lnft- L+ K)c(1+eep)J= LnfL—(1+ K )(c+ee, {L—c})]
Lnl-(@+K)cll—ee, )] Lnl-(@+K)c—ee d—c})

)

p

Donde K es la constante de equilibrio. K es una funcion termodinamica que es
independiente de las propiedades de la enzima, sélo depende del estado inicial y
final por lo que no depende de la trayectoria de reaccion. Sih et al, 1993
encontraron también que la pureza optica de los compuestos (producto y sustrato
remanente) varia de manera inversa con la constante de equilibrio, aun para

sistemas con alta enantioselectividad (E > 1000).

Cuando la reaccion es irreversible o la reaccidn reversa es insignificante (K = 0), la

ecuacion 3 puede ser reducida a:
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]
] (4)

Donde c esta expresada por la siguiente ecuacion:

S

ee
C=——>—
ee, +ee,

Para calcular el valor de E, se deben medir dos de las tres variables: ees, ee, y C.
Una reaccion no selectiva tiene un valor E de 1, mientras un valor E por encima de

20 es el minimo para una resolucién considerable.
1.7 LIPASAS EN SOLVENTES ORGANICOS

Uno de los mayores inconvenientes para el uso de enzimas en sintesis organica
es la baja solubilidad de la mayoria de compuestos organicos con mas de cuatro
atomos de carbono cuando el proceso es realizado en un medio acuoso. Por otra
parte, el agua es un solvente poco favorable para la mayoria de aplicaciones en la
industria quimica debido a que su remocién del medio de reaccion suele ser
tediosa. En contraste, el uso de solventes organicos como medio de reaccién
presenta ventajas tales como: a) facil recuperacién del sustrato y del producto con
altos rendimientos; b) posibilidad de uso de sustratos no polares; c) evita
reacciones secundarias; d) en muchos casos la lipasa es termodinamicamente
mas activa; e) permite el desplazamiento del equilibrio termodinamico

favoreciendo la sintesis sobre la hidrdlisis (Carrea et al., 2000).

La biocatalisis en medios no acuosos ha sido ampliamente usada para la

resolucion de alcoholes, acidos y lactonas a través de reacciones de
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transesterificacién usando diferentes lipasas (Klibanov, 2001). EI mecanismo para
este proceso es conocido como el mecanismo de serinas-hidrolasas, comun para
la hidrolisis de ésteres y también para procesos enzimaticos de transesterificacion,
amindlisis e hidrazindlisis en donde el agua que actua como nucledfilo natural es

reemplazado por un alcohol, amina, e hidracina respectivamente.

El agente acilante mas apropiado para cada proceso depende del sustrato a
esterificar. Por ejemplo, para la resolucion de alcoholes, los agentes acilantes mas
utilizados son ésteres metilicos, anhidridos y especialmente ésteres vinilicos
(Gotor-fernandez, et al., 2006). Sin embargo, el acetato de vinilo es el agente
acilante mas adecuado para esterificaciones y transesterificaciones de alcoholes

secundarios por favorecer la irreversibilidad de las reacciones.

1.8 LIPASAS EN LA RESOLUCION DE FARMACOS RACEMICOS

Han surgido procesos interesantes usando hidrolasas como biocatalizadores para
la sintesis de drogas enantiomericamente puras. Entre este gran grupo de

enzimas, las lipasas han sobresalido por su gran versatilidad y enantioselectividad.

La mayoria de compuestos organicos quirales usados como farmacos son
administrados como una mezcla racémica y en muchos casos ocasionan efectos
secundarios no deseados en los pacientes, por la interaccion de uno de los
enantiomeros con diferentes dianas inhibiendo competitivamente la actividad
biolégica del enantiomero apropiado (Avila et al., 2005). Por esta razén, la
industria farmacéutica ha concentrado las investigaciones para producir drogas

enantioméricamente puras.
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Wang y col., (1989) implementaron el uso de lipasas para la resolucion cinética de
halogenoalcoholes. Estos autores resolvieron diversas cianihidrinas de tipo
sintético via resolucién cinética catalizada por lipasas usando ésteres endlicos
como agentes acilantes. A través de este procedimiento, desarrollaron la sintesis
del (R)-etil-2-Hidroxi-4-fenilbutirato y del (S)-propanolol, agentes bloqueadores de
los receptores [3-adrenérgicos. La estrategia general para obtencion de estos

precursores adrenérgicos se elucida en la figura 13.

CN CN CN
O/\( O/\./ O/\r

Ollnn

OH Ac OH
PSL
+
VA, CH,Cl,
(R) (S)
Cl cl cl
O/Y O/\:/ O/Y
OH OAc OH
PSL
+
VA, CH,Cl,
(R) (S)

Figura 13. Resolucién de precursores para la preparacion del S-propanolol.

Recientemente Pamies y col.,, (2004) desarrollaron de manera efectiva la
resolucion cinética dinamica de azidoalcoholes, moléculas precursoras del (S)-
Propanolol. Esta reacciéon se realizar mediante la reduccién de las
correspondientes cetoazidas con NaBH; en presencia de o6xido de aluminio

seguido por una resolucién in situ con lipasas. Los resultados mostraron que el
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biocatalizador exhibié una relacion enantiomerica (E) aceptable que permitia la
resolucion del sustrato quiral con excesos enantidmericos cercanos al 95%
(Figura 14).

0 OH )j\
)J\/ N, __NaBH _ NaBHs _pste /'\/Ns + = \
3
Ar Diisopropil éter Dusopropeml acetato AT Ar/\/ ®

I'

Ar= Ph, p-Me-Ph, p-F-Ph, p-CI-Ph, p-Br-Ph, p-OMePh, m-ClI-

Figura 14. Sintesis quimioenzimatica de (-azidoalcoholes.

De igual forma, Monterde et al., (2002), reportaron la obtenciéon enantiomérica de
derivados del 2-metoxi-2-feniletanol usados como auxiliares quirales en la sintesis
de derivados épticamente puros de 1,4-dihidropiridina (figura 15), compuestos de
gran interés como antagonistas de los canales de calcio. Su preparacion y
resolucion constituye uno de los mas importantes desafios en la industria

farmacéutica.

& A k &

R=H, Me

Figura 15. Resolucién de 2-metoxi-2-feniletanol catalizada por lipasas.

Wielechowska y Llenkiewicz (2005), desarrollaron un método eficiente para la
resolucion cinética de mezclas racémicas de 3-ariltio-2-propanol-1-sustituidos,
intermediarios en la preparacion de diversos R-bloqueadores y de drogas

antidepresivas a través de reacciones de trans-esterificacion catalizadas por
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lipasas. Se obtuvieron elevados valores de enantioselectividad (E=68-100)

utilizando lipasa de Candida antarctica B en tolueno.

A su vez, Kamal y col., (2008), estudiaron la enantioselectividad de diferentes
lipasas en la resolucion del 1-cloro-3-[(4-Morfolin-4 y 1-1,2,5-tiadizol-3-
ilJoxilpropan-2-ol intermediarios para la obtencién del (S)-Timolol, importante
agente bloqueador R-adrenérgico. Se evaluaron y optimizaron el efecto de
diferentes solventes en la reaccion de trans-esterificacion. Los resultados
obtenidos mostraron la eficiencia de las lipasas como biocatalizadores para la
obtencion del (S)-Timolol con una elevada pureza enantiomérica cuando se realizd
la reaccion en solventes organicos hidrofébicos como el hexano y el tolueno,
alcanzandose excesos enantioméricos (ee) y relaciones enantiomericas (E), de

99% y 1060, respectivamente.

Se ha desarrollado resoluciones similares de aminoalcoholes por grupos de
investigacion alrededor del mundo (Shah y Gupta, 2007; Vidya y Chadha, 2009).
Sin embargo, no se investigado el efecto de la implementacion de estrategias de
inmovilizacion para el mejoramiento de la enantioselectividad de las lipasas
especialmente sobre soportes epoxidos parcialmente modificados sobre la

resolucion cinética amino-alcoholes.

1.9 PROPANOLOL Y ATENOLOL COMO ANTAGONISTAS BETA
ADRENERGICOS.

Los amino alcoholes constituyen un interesante grupo de drogas quirales con
amplio uso en la industria farmacéutica. Estos son una importante coleccion de

compuestos organicos especialmente usados como antagonistas de los
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receptores beta adrenérgicos, jugando un rol importante en el tratamiento de una

gran variedad de enfermedades humanas.

El propanolol (1-isopropilamino-3-(1-naftoxi)-2-propanol) (Figura 16a), es un
conocido amino-alcohol usado para el tratamiento de desérdenes hipertensivos y
cardiovasculares, y el cual se encuentra comercialmente disponible como una
mezcla racémica. No obstante, la administracion en su forma racémica ha
causado efectos secundarios tales como broncoconstriccion en pacientes
asmaticos y diabetes en pacientes hipertensivos (Goodman y Gillman, 1985;
Barret, 1985; Avila et al., 2005). Estos efectos se atribuyen al enantiomero R (Eber
et al., 1990), razdn por la cual muchos autores (Yost and Holtzman, 1979; Silber
and Riegelman, 1980; Matsuo and Ohno, 1985; Terao et al., 1988) han propuesto
diferentes estrategias o diferentes rutas quimicas de sintesis para la obtencién del

(S)-Propanolol.

Se ha reportado la obtencién del S-Propanolol a través de reacciones catalizadas
por lipasas (Silver and Riegelman, 1980; Hermansson and Von Bahr, 1980;
Hermansson, 1982; Thompson, et al., 1982; Avila, et al., 2005), obteniéndose el
enantiomero deseado con una elevada pureza enantiomérica comparada con los

métodos quimicos tradicionales.

A su vez, el atenolol (figura 16b) es otro compuesto organico perteneciente al
grupo de aminoalcoholes antagonistas de los beta-adreno-receptores que inhiben
competitivamente los efectos de las catecolaminas (Anderson et al., 1982).
Durante los ultimos afos, el atenolol, en su forma racémica, ha sido uno de los
cinco farmacos de mayor venta en el mundo para el tratamiento de hipertension,
angina de pecho y también para el tratamiento de infartos post-miocardiales

(Barclaysde, 1991; Subhas et al., 2005). Estudios previos, han permitido conocer
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que la actividad farmacoldgica reside en el enantiomero (S) (Stoschitzky et al.,
1993; Stoschitzky et al., 1995), mientras que la mezcla racémica ocasiona una

dramatica disminucién de la actividad biolégica del farmaco.

Se ha reportado la obtencién del enantidmero (S)-Atenolol a través de
resoluciones cinéticas a través de catalizadores quimicos convencionales (Subhas
y Venkat, 2005). Sin embargo, aun no ha sido reportada su obtencion a través de

métodos enzimaticos.

/Y\NHCH(CHB)Z /L NH
2
NH
OH

HO

(R/S)-Propanolol (R/S)-Atenolol

Figura 16. a) Estructura del (R/S)-Propanolol y b)(R/S)-Atenolol, moléculas antagonistas

de receptores -adrenérgicos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

La lipasa de Candida antarctica B (CALB) fue obtenida de Novozymes (Parana,
Brasil). (R/S)-Propanolol-HCI, (R/S)-Atenolol-HCI y cada uno de los isbmeros
puros fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). El soporte Eupergit C
fue gentilmente donado por Rohm Pharma (Darstamdt, Alemania). Los grupos
epoxidos del soporte Eupergit C fueron parcialmente modificados con diferentes
grupos funcionales tal como ha sido descrito por Mateo et al. (2000a). Todos los
reactivos para sintesis y solventes fueron de grado analitico y suministrados por
Sigma-Aldrich.

2.2 METODOS EXPERIMENTALES

2.2.1 Purificacién del extracto crudo de lipasa de Candida antartica B

La lipasa de Candida antartica B fue purificada por cromatografia de adsorcion

interfacial de acuerdo con la metodologia propuesta por Sabuquillo et al. (1998).

Adsorcidn Interfacial de CAL B en geles de Octil-Agarosa.

La purificacion se realizé a diferentes fuerzas idnicas mediante el uso de un Buffer
Fosfato a: 5mM, 50mM y 100mM, todos de pH 7. La adicion de octil-agarosa se
realiz6 manteniendo una relacion 1:5 (v/v) de soporte y solucién enzimatica
respectivamente. Periddicamente, se obtuvieron muestras del sobrenadante y
suspensidon para ser analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), de acuerdo con Laemmli (1970) y ensayo de actividad tal como se

describe en la seccion 2.3.1. Al finalizar el proceso de inmovilizacién, la
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suspension fue filtrada para recuperar la enzima adsorbida sobre el gel, para luego

lavar los geles obtenidos por filtracion con abundante agua destilada.

Desorcion de la enzima del soporte Octil-Agarosa.

La CAL B adsorbida sobre el soporte Octil-agarosa fue incubada en una solucion
buffer fosfato a pH 7 y 4°C conteniendo el surfactante no idnico triton X-100 al 1%
(v/v). Periédicamente, se determinaron las actividades del sobrenadante y la

suspensioén tal como se describe en la seccion 2.3.1.

2.2.2 Preparacion de soportes epoxidos (Eupergit C) multifuncionales.

Inicialmente se utilizaron soportes Eupergit-C (Rohm Pharma), los cuales son
soportes poliméricos de N,N’-metilen-bis-(metacrilamida), activados con grupos
epoxidos. Posteriormente, se modifcaron lo grupos epoxidos de manera parcial de

acuerdo con lo propuesto por Mateo et al., 2000.

Soporte aminado (EDA)-Eupergit C

10 g del soporte Eupergit C fueron incubados en 60 mL de etilendiamina (EDA)
0,2M, pH 8.5 durante 15 min bajo agitacion suave a diferentes tiempos (de 0.5 a
24 horas). A continuacién, el soporte fue lavado abundantemente con agua
destilada y posteriormente almacenado a 4°C. La determinacién del grado de
modificacion de los grupos epoxidos se llevd a cabo por titulacion con NaOH

10mM de los grupos amino introducidos en el soporte.
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Soporte iminodiacético (IDA)

10 g de Eupergit® C fueron incubados en 18 ml de solucion 2 M de &acido
iminodiacético disuelto en buffer Borato de Sodio 0,1M de pH 9 y 25°C, bajo
agitacion suave por un lapso de 24 horas. Posteriormente el soporte fue lavado
con un exceso de agua destilada y almacenado a 4°C. La concentracién de grupos
carboxilo sobre el soporte se determiné indirectamente a través de la
cuantificacién de atomos de Cu, por la adicion de CuSQOy, el cual modifica el 100%
de los grupos IDA (Mateo et al., 2000b).

Soporte Cobre iminodiacético (IDA-Cu)

10 g de soporte Eupergit® C-IDA fueron incubados en 60mL de agua destilada
con un contenido de 2 g de sulfato de cobre bajo agitacion suave. Después de 2 h,
el soporte fue lavado con un exceso de agua destilada. La cuantificacion de los
atomos de Cobre sobre el soporte se realizd por espectroscopia de absorcion
atomica luego de un tratamiento del soporte con EDTA (Mateo y col., 2000a). El
equipo de absorcion atomica empleado fue un Thermo Electron modelo S4.La
curva de calibracion para la cuantificacion de los atomos de cobre se muestra en

la seccion de anexos (anexo 2).

2.2.3 Inmovilizacion de CAL B sobre los soportes multifuncionales

La solucion de lipasa de Candida antarctica B previamente purificada por
cromatografia de adsorcién interfacial, fue utilizada para la inmovilizacion sobre los
distintos soportes obtenidos a partir de la modificacion parcial de los grupos

epoxido del soporte Eupergit C.
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Para la inmovilizacion, se adicioné 5 ml de la solucion de lipasa purificada sobre
0,5 g de cada soporte (Eupergit C, Eupergit C-IDA, Eupergit C-IDA-Cu y Eupergit
C-aminado). Periddicamente, se evalud el proceso de inmovilizacion de CAL-B
sobre los diferentes soportes midiendo la actividad del sobrenadante mediante un
ensayo espectrofotométrico usando como sustrato p-nitrofenil-Butirato (pNPB), tal
como se decribe en la seccion 2.3.1.) y por electroforesis de proteinas en SDS-
PAGE (Laemmli, 1970).

2.2.4 Sintesis de agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAs) de CAL-B.

Para la sintesis de los CLEA de CAL-B se utilizé t-butanol como agente
precipitante y glutaraldehido como agente entrecruzante. El procedimiento de

sintesis de los agregados enzimaticos entrecruzados fue el siguiente:

A un volumen de 0.5 ml de la enzima CAL-B purificada previamente se adiciono
3.0 ml de t-butanol a diferentes concentraciones (rango 50-90% (v/v)).
Posteriormente, se adiciond glutaraldehido al agregado precipitado de CAL-B

formado a diferentes concentraciones (rango 0,5-2 % (p/v)).

La figura 17 describe el proceso general de sintesis de agregados entrecruzados
de CAL B.
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Diferentes precipitantes

Actividad
0 — e
4°C Contenido de
\ sobrenadante CLEA + CLEA

enzimalibre

J

4°C Centrifugacion

Alicuota Precipitacion Entrecruzamiento
de enzima

PASO 1 PASO 2 PASO3 PASO 4 PASO 5

Figura 17. Procedimiento general para la sintesis de CLEAs de CAL-B

2.2.5 Evaluacién de la enantioselectividad de lipasas inmovilizadas

Una vez obtenidos los diferentes derivados de CAL-B, se evalué la
enantioselectividad expresada por estos biocatalizadores en la resolucion cinética
de los sustratos quirales propanolol y el atenolol, los cuales son de interés

farmacéutico como agentes Beta-bloqueadores del sistema nervioso central.

Se utilizaron los derivados de Eupergit C-CAL-B, Eupergit C-IDA-CAL-B, Eupergit
C-EDA-CAL-B y Eupergit C-IDA-Cu-CAL-B como biocatalizadores. La resolucién
cinética se llevo a cabo mediante una reaccion de trans-esterificacion de las
mezclas racémicas de los sustratos de interés (propanolol y atenolol), utilizando

acetato de vinilo como donor acilo y tolueno como solvente organico.

Se estudid el efecto de la concentracion del acetato de vinilo, carga del
biocatalizador y relacion molar sustrato-donor acilo sobre la velocidad de reaccion
y enantiopreferencia de los diferentes preparados inmovilizados de lipasas de

Candida antarctica B. A continuacion se describen los ensayos:
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Evaluacion del efecto concentracion del acetato de vinilo, carga del
biocatalizador y relacion molar sustrato-donor acilo sobre la reaccion de

esterificacion (R/S)-propanolol y (R/S)-atenolol.

El propanolol (rango 0,1-0,03 mmol) y acetato de vinilo (rango 0,1-0,3mmol) fueron
disueltos en 3 ml de tolueno. La reaccion fue iniciada con la adicion de diferentes
cantidades de biocatalizador inmovilizado de CAL B sobre octil-agarosa en un
rango de 30-100 mg. La mezcla de reaccion fue agitada a 200 rpm y 25°C, durante
6 horas. Periddicamente, el progreso de la reaccidén fue monitoreado extrayendo a
diferentes tiempos alicuotas del medio de reaccidon y analizando los productos

formados y el sustrato consumido a través de HPLC.

El atenolol (0,05-0,01 mmol) y acetato de vinilo (0,05-0,15) fueron disueltos en 3
ml de tolueno. La reaccion fue iniciada y monitoreada bajo las mismas condiciones

descritas anteriormente para la reaccion de esterificacion del (R/S)-propanolol.

Reaccion de esterificacion (R/S)-Propanolol y (R/S)-Atenolol bajo

condiciones estandares

El propanolol (0,1mmol) o atenolol racémico (0,05 mmol) y acetato de vinilo (0,3
mmol y 0,1 mmol) fueron disueltos en 3 m de tolueno. La reaccion fue iniciada con
la adicion de 100 mg del biocatalizador inmovilizado de CAL B (Eupergit C-CAL-B,
Eupergit C-IDA-CAL-B, Eupergit C-EDA-CAL-B y Eupergit C-IDA-Cu-CAL-B). La
mezcla de reacciéon fue agitada a 200 rpm y 25°C, 6 horas (Figura 18 y 19).
Periddicamente, el progreso de la reaccién fue monitoreado extrayendo a
diferentes tiempos de reaccién alicuotas del medio de reaccién y analizando los

productos formados y el sustrato consumido por HPLC. Bajo las condiciones de
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estudio la reaccion de esterificacion del propanolol catalizada por lipasas procede
a través de O-acetilaciones y no existe evidencia alguna de una N-acetilacion,
debido a la basicidad del grupo -NH que retiene fuertemente su H, impidiendo la
hidrdlisis del complejo acil-enzima. Esto ha sido confirmado previamente por
Bevinakatti y Banerji, (1991); Arroyo y Sinisterra, (1994); Avila et al., (2005),

quienes estudiaron el mecanismo de reaccion.

O/\E/\NHCH(CHg)z

I I 0COCH;
0 /\/\NHCH(CHs)z (R)-Butiril propanolol
0

+
OH
)J\ CALB
—_—
+ /\O CHs Tolueno O/Y\NHCH(CHs)z
OH
(R/S)- Propranolol Acetato de vinilo OO

(S)-Propranolol
Figura 18. Resolucién cinética (R/S)-Propanolol catalizada por CALB.

/LNH
ATY

OCOCH;,

/L NH» Q
NH /©/\n/ /lk CALB (R)-O-Butiril atenolol
(o) —_—
H/\O /\O CH;  Tolueno
N
NH
L ATT
o

HO

(R/S)-Atenolol Acetato de vinilo

(S)-Atenolol

Figura 19. Resolucién cinética (R/S)-Atenolol catalizada por CAL-B.
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2.3 METODOS ANALITICOS

2.3.1 Determinacion de la actividad lipasica utilizando p-nitrofenilbutirato (p-
NPB)

La actividad catalitica de las lipasas se cuantifico de forma discontinua a través de
la determinacion del método de velocidades iniciales de reaccion. El ensayo se
llevé a cabo midiendo el aumento en el valor de absorbancia a 348 nm, producido
por la formacién del producto p-nitrofenol (coeficiente de extincion molar= 5150
cm'M" a pH 7) generado por la hidrélisis de p-NPB 0.4 mM, disuelto en tampén
fosfato sodico 25 mM, pH 7 y a 25 °C. Para iniciar la reaccion, 20 pyL de solucion
lipasica o suspension se afadieron a 2,5 mL del sustrato. Una unidad internacional
de actividad de p-NPB se defini6 como la cantidad de lipasa que es necesaria para
hidrolizar 1umol de p-NPP por minuto (IU) bajo las condiciones descritas

anteriormente. Ver Figura 20.

O)J\/\CH
o)
CALB )J\/\
T HO ——— + HO CH

NO, NO,

3 OH

3

Figura 20. Reaccion de hidrélisis del PNPB catalizada por CALB.
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2.3.2 Electroforesis SDS-PAGE (Laemmeli, 1970)

Las enzimas adsorbidas en el soporte se confirmaron por electroforesis SDS-
PAGE. La electroforesis se realizé a temperatura ambiente y 150 mV de voltaje
constante utilizando como electrolito Tris-HCI 25 mM-glicina 192 mM y SDS 1%
(V/v).

Las muestras fueron tratadas durante 5-10 minutos a 100°C en presencia de
tampodn de ruptura (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8 — SDS 2%(v/v) -B-mercaptoetanol
5%(v/v) - glicerol 10% (v/v) y azul de bromofenol al 0,005%(p/v).

El revelado de las proteinas se realiz6 mediante tincién con azul brillante de
Coomassie R-250 (0,25% p/v) disuelto en metanol 50%(v/v) y acido acético
10%(v/v). Para la determinacién de las masas moleculares de las proteinas se
utilizaron marcadores de bajo peso molecular: fosforilasa b (94 KD), BSA (66,2
KD), ovoalbumina (45 KD), anhidrasa carbénica (30 KD) e inhibidor de tripsina
(20,1 KD). Los geles obtenidos fueron posteriormente escaneados con un
densitometro UMAX PowerLook 2100XL y visualizados a través del software PD
Quest (Biorad).

2.3.3 Analisis por HPLC

El grado de esterificacion en la reaccidn enzimatica fue determinado por
cuantificacién de los productos y sustratos mediante HPLC (Agilent 1100) usando
una columna C-18 en fase reversa (Zorbax C-18, Agilent technologies). La fase
movil consistié de acetonitrilo-buffer fosfato pH 6 (70:30 v/v) y las muestras fueron
eluidas a un flujo de 1 ml/min. La identificacion se realizé utilizando un detector UV
a 289 nm.
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2.3.4 Determinacion del exceso enantiomérico (ees y eep) y la

enantioselectividad (E)

Se analizé el exceso enantiomérico (ees) del S-Propanolol y del éster formado (eep)
a través de HPLC quiral, para diferentes grados de conversién (entre 20-30%)
durante la reaccion enzimatica. La cuantificacion se realizé utilizando un estandar

interno.

Los valores de ees y ee, fueron determinados usando una columna quiral (ES-
OVM, Agilent technologies, USA). Como fase mdvil se usé una mezcla isocratica
de metanol/buffer fosfato pH 6 (30:70 v/v) a un flujo de 1 ml/min. La relacion

enatiomérica fue calculada usando la ecuacion reportada por Chen et al., 1982.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 PURIFICACION DE CAL-B POR CROMATOGRAFIA DE ADSORCION
INTERFACIAL

La enzima CALB se purific6 a partir de extractos crudos disponibles en forma
comercial. En estos extractos enzimaticos existen en algunas ocasiones esterasas
contaminantes, asi como estructuras macromoleculares (dimeros u oligédmeros) de
las lipasas, todo lo cual podria afectar la enantioselectividad y actividad de las
lipasas. Inicialmente, se llevdo a cabo la purificacion de la lipasa de Candida
antartica B para su posterior inmovilizaciéon sobre diferentes soportes epodxidos
multifuncionales (Ghosh et al. 1995; Pernas et al., 2001). La purificacion se realizo
a través de la adsorcion de la CAL-B sobre geles de octil-agarosa a baja fuerza
idnica, obteniéndose una inmovilizacion cuantitativa y rapida, tal como se ha

descrito en la literatura (Bastida et al., 1998).

En la figura 21 se muestra el perfil electroforético obtenido por SDS-PAGE del
extracto crudo de CAL-B y de la CAL-B purificada por cromatografia de adsorcién
interfacial en geles de octil-agarosa. En ella se puede observar que la lipasa se
adsorbié de forma especifica sobre el soporte, presentandose una banda de 38
kDa, la cual corresponde al PM de la CAL-B en su forma monomeérica. (Ver Figura
21, carril 2). Ademas, se evidencié la existencia de dos bandas que muy
posiblemente corresponden a la presencia en el extracto crudo de CAL-B de una
proteina esterasica (22 kDa) y a la existencia de agregados bimoleculares de la
lipasa con un peso molecular de aproximadamente el doble de su valor. La
existencia de estos agregados bimoleculares ha sido reportada previamente por

Pernas et al. (1995). Por otro lado, fue evidente la efectividad de la cromatografia
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de adsorcion interfacial como método de purificacion de lipasas, tal como ha sido

reportado por Sabuquillo et. al. (1998).

Pm (Kda)
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Figura 21. Electroforesis SDS-PAGE del preparado crudo y purificado de CAL-B.
Carril 1: Extracto crudo de CAL-B; Carril 2: CAL-B adsorbida sobre el soporte octil-

agarosa; Carril P: Marcadores de peso molecular.

La inmovilizacién de enzima CAL-B sobre soportes octil-agarosa transcurrio de
forma rapida (1 hora). En las condiciones experimentales usadas durante la
inmovilizacion se adsorbié el 99% de la enzima sobre el soporte (Figura 22). El
1% restante de actividad puede atribuirse esterasas o lipasas presentes en el
extracto de CAL-B que no pueden ser adsorbidas por el soporte octil agarosa.
Ademas, en estos derivados se obtuvo una carga enzimatica de aproximadamente
4 mg CAL-B pural/g octil-agarosa. En la figura 22, se muestra la cinética de

inmovilizacion de la Calb sobre el soporte hidrofébico de octil-agarosa.
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Figura 22.Cinética de inmovilizacién de lipasa de Candida antarctica B sobre el
soporte octil-agarosa en la hidrélisis de p-NPB. (#): Actividad enzimatica en el

sobrenadante; (®): Actividad enzimatica en la suspension.

A partir de la figura 22 se determiné que durante el proceso de inmovilizacion se
presentaba un aumento de la actividad enzimatica en la hidrdlisis de p-NPB por un
factor hasta de 1,7 aproximadamente. Este efecto de hiperactivacion se ha
observado cuando las lipasas son activadas interfacialmente sobre soportes
hidrofébicos, y se explica por el hecho de que la lipasa se encontraria
mayoritariamente en su conformacién abierta (Bastida et al., 1998). Una vez
inmovilizada sobre el soporte, la CAL-B se desorbié completamente del derivado
mediante la adicién de tritdn X-100 al 1%(v/v) (Sabuquillo et al.,1998).
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3.2 PREPARACION DE LOS SOPORTES EPOXIDOS PARCIALMENTE
MODIFICADOS

Inicialmente se utilizé el soporte epoxido comercial Eupergit® C (EC) el cual
presenta un diametro de poro entre 100 a 250 um y una carga de grupos epoéxidos
de 100 pmol/g aproximadamente. Gracias a su estructura, el Eupergit® C es
bastante estable y resistente, en un rango de pH de 0 a 14. Esta caracteristica
permitid la modificacion parcial o completa del los grupos epoxido con otros

grupos funcionales.

El grado de modificacion del soporte es un factor significativo sobre el proceso de
inmovilizacion de la CAL-B reflejado en actividad y enantioselectividad del
derivado enzimatico. En este sentido, se estudid el efecto del grado de
modificacion de los grupos epoxidos del soporte comercial Eupergit® C utilizando
diferentes grupos funcionales. El estudio se hizo con el fin de determinar la mejor

condicidon de modificacion para la inmovilizacion de la CAL-B.

3.2.1 Soporte activado con grupos amino (EDA)

En la figura 23 se muestra el efecto de la modificacion del soporte epoxido
Eupergit® C con etilendiamina (EDA) sobre la inmovilizacién de la CAL-B. De la
grafica se desprende que una modificacion parcial de los grupos epodxidos del
soporte comercial (cercana al 21,5%), permite alcanzar la maxima actividad

catalitica expresada por el derivado de lipasa.

El incremento del numero de grupos amino en la superficie del soporte, permitiria

aumentar las interacciones electrostaticas enzima-soporte en las condiciones de
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inmovilizacion utilizadas, generando un aumento de las moléculas de enzima
inmovilizadas sobre el soporte (Montes y col., 2006). Sin embargo, la actividad
catalitica expresada por los derivados enzimaticos sugiere que una elevada carga
de enzima sobre el soporte estaria ocasionando posiblemente efectos estéricos o
de restriccion difusional que impediria una mayor expresiéon de la actividad
enzimatica inmovilizada sobre el soporte. Este efecto se puede deber a la cercania
de moléculas de lipasa entre si, lo cual disminuiria la accesibilidad del sustrato, en

este caso el p-NPB, al sitio activo de cada molécula enzimatica (Guisan, 2006).
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Figura 23. Efecto del grado de modificacion del soporte en la inmovilizacion covalente de
la CAL B. 100 uymmol/g de soporte corresponde al 100% de modificacién. Actividad
especifica= 46,2 U/g soporte corresponde al 100% de actividad.

Posteriormente, el derivado EC-EDA-CAL B, que presentd la maxima actividad
enzimatica, fue expuesto a condiciones de desorcién, incubando el derivado con la
lipasa inmovilizada en una solucién de NaCl 500mM, de manera de desorber las
moléculas de lipasas inmovilizadas por interacciones ibénicas. Bajo estas

condiciones, el derivado desorbié un 4% de la actividad inmovilizada, lo cual esta
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demostrando que el soporte eupergit C-EDA con un 21,5% de modificacién con
etilendiamina (EDA), inmovilizé un 96% de la enzima de forma covalente en los

grupos epoxidos remanentes (Mateo et al., 2000).

3.2.2 Soporte activado con grupos iminodiacético (IDA)

La preparaciéon del soporte Eupergit C activado con grupos carboxilo se realizé a
través de la modificacion de los grupos epéxidos con acido iminodiacético (IDA). El
grado de modificacion de los grupos epéxidos del soporte se evalué mediante la
valoracion de los grupos carboxilos presentes en el soporte. La figura 24
representa el proceso de inmovilizaciéon de la CAL B sobre la matriz del soporte
EC-IDA de acuerdo con el grado de modificacion de los grupos epdxidos del

soporte.
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Figura 24. Efecto del grado de modificacion del soporte EC-IDA sobre la inmovilizacion
covalente de la CAL B sobre EC-IDA. Actividad especifica= 14,1 U/g soporte corresponde
al 100% de actividad de lipasa. 100 ummol/g de soporte corresponde al 100% de

modificacion.
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De acuerdo con los resultados, se observd que una modificacion parcial con
grupos carboxilos de los grupos epodxidos del soporte Eupergit® C (cercana al
18%), la cual permite expresar la maxima actividad de la CAL-B en el derivado
inmovilizado de forma covalente. No obstante, un aumento del grado de
modificacion con IDA (por sobre el 18% de modificacion), permiti6 aumentar la
inmovilizacion enzimatica de CAL-B sobre el soporte. Sin embargo, mayores
cantidades de la enzima inmovilizada afectaron la expresion de la actividad
enzimatica de los derivados de CAL-B. Esta disminucion de la actividad expresada
por CAL-B sobre los soportes EC-IDA se estaria debiendo a efectos estéricos
producto de una mayor carga enzimatica sobre el soporte que afectan la cantidad
de sustrato disponible (restricciones difusionales) que puede ser contactada con la
enzima (lllanes, 1994; Turkova, 1999; Bolivar et al., 2009).

La inmovilizacion de la lipasa sobre el soporte Eupergit C-IDA bajo las condiciones
experimentales Optimas se realiza a través de interacciones de puente salino o por
carga no-covalentes entre los grupos carboxilos del brazo espaciador y los grupos
amino de lisinas presentes en la superficie de la enzima (Uppenberg et al., 1994;
Ario et al., 2004). A su vez, en la condicion 6ptima de inmovilizacién, se determiné
que el 76% de la enzima cargada era inmovilizada covalentemente sobre el

soporte.

3.2.3 Soporte iminodiacético-Cobre (IDA-Cu)

Para la obtencién del soporte Eupergit C-IDA-Cu, se utiliz6 como soporte de
partida el Eupergit C-IDA. Posteriormente, éste se modificé con Cobre mediante la
adicion al soporte de una solucién de CuSO4 como agente quelante a diferentes

concentraciones. En la figura 25 se muestra el efecto ocasionado por el grado de
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modificacion del soporte Eupergit C-IDA por grupos quelatos Cu?* sobre la

actividad catalitica expresada por el derivado inmovilizado de CAL B.
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Figura 25. Efecto del grado de modificacion del soporte en la inmovilizacion covalente de
CAL-B sobre EC-IDA-Cu. Actividad especifica= 34,2 U/g soporte corresponde al 100% de
actividad de lipasa. 100 ummol/g de soporte corresponde al 100% de modificacion.

En la figura 25 se muestra que para una modificacion de los grupos Eupergit C-
IDA con una modificacion con cobre cercana al 24%, se obtiene la maxima

actividad catalitica del derivado CAL-B.

Para todos los soportes Eupergit® C modificados, la adsorcion de las proteinas se
increment6 a medida que aumentd la cantidad de grupos epéxidos modificados en
el soporte. Sin embargo, la unién covalente se vio favorecida cuando el soporte
epoxido se modificd en un rango entre 15 y 25%. Este resultado indica que la
inmovilizacion covalente de las proteinas necesita solo una modificacion minima
de los grupos epodxido del soporte comercial, debido a que la reactividad quimica
de estos grupos es necesaria para que se lleve a cabo una inmovilizacién

covalente posterior, que permita una mayor rigidificacion de la CALB, lo cual
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favoreceria las propiedades bioquimicas de selectividad y especificidad de la
lipasa (Mateo et al., 2000b; Mateo et al., 2007; Palomo, 2003; Wheatley, 1999).

3.3 EFECTO DEL pH Y FUERZA IONICA SOBRE LOS DERIVADOS DE CAL-
B OBTENIDOS

3.3.1 Efecto del pH sobre el proceso de inmovilizacién

En estos estudios, se evaluo el efecto del pH en el proceso de inmovilizacion de

CAL-B en los soportes epdxidos parcialmente modificados.

En la figura 26 se muestra un resumen de los resultados obtenidos en el proceso
de inmovilizacion de CAL-B a diferentes valores de pH. Se observa que a valores
de pH neutros se logran los mejores resultados de inmovilizacién para todos los
soportes epdxidos modificados, alcanzando una mayor expresion de actividad de
la CAL-B.

Los resultados obtenidos sugieren que el proceso de inmovilizacidn sobre
soportes epdxidos es altamente dependiente del pH del medio de reaccion. La
baja reactividad de los grupos epdxidos a valores de pH neutros y la presencia de
grupos EDA, IDA o IDA-Cu sobre el soporte favorecen que el proceso de
inmovilizacion de la CALB se dé en dos etapas. En la primera etapa, la enzima es
adsorbida fisicamente de manera rapida sobre el soporte, para luego en una
segunda etapa, mas lenta, generar la formacion de los enlaces covalentes con los

grupos epoxidos remanentes (mateo et al., 2000b).
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Por otro lado, la inmovilizacién de la CAL B a pH alcalino (pH 10), ocasiona que
todos los residuos lisinicos se encuentren desprotonados y pueden en este caso
actuar como nucledfilos favoreciendo la inmovilizacion covalente por el incremento
en el numero de enlaces enzima-soporte en un largo periodo de tiempo. Sin
embargo, la baja actividad mostrada por los derivados inmovilizados de CAL-B se
debe posiblemente a la inestabilidad del derivado ocasionado probablemente por
factores tales como la inactivacion de la enzima producto del prolongado tiempo
de inmovilizacion a este valor de pH; la orientacion desfavorable de los grupos de
la enzima sobre el soporte o a la inmovilizacion de algunas moléculas de enzima
por el sitio activo (Bolivar et al., 2009; Polizzi et al., 2007; Mateo et al., 2000b).

EDA IDA-Cu

Actividad Relativa %

Figura 26. Efecto del pH sobre la actividad lipasica retenida en los diferentes soportes empleados.

Actividad = 320 U/g soporte, corresponde al 100% actividad relativa.
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3.3.2 Efecto de lafuerzaidnica sobre el proceso de inmovilizacion de CAL-B

Se evaluo el efecto de la fuerza i6nica en el proceso de inmovilizacion y en la

expresion de la actividad catalitica de los derivados inmovilizados de CALB, con el

fin de determinar la concentracién de iones en el medio, que favorezca la

adsorcién entre las proteinas y el soporte (Torres et al., 2003).

La variacion de la fuerza idnica del medio se realizé en un rango de concentracion

de 5mM a 1000mM usando un buffer fosfato de pH 7 en el cual la enzima nativa

expreso su maxima actividad.

De manera general, valores bajos de fuerza idnica favorecieron la inmovilizacion

de la enzima CAL B. En la figura 27 y figura 28 se muestra la cinética de

inmovilizacion de la CAL B en cada soporte multifuncional.
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Figura 27. Inmovilizacion de la Lipasa CAL B sobre

sobrenadante; sus: suspension).
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Figura 28. Inmovilizacién de la Lipasa CAL B sobre: a)EC-IDA b)EC-IDA-Cu. Efecto de la fuerza
ibnica en el proceso de inmovilizacion buffer fosfato a diferentes concentraciones y pH 7. (Sob:

sobrenadante; sus: suspension).

La cinética de inmovilizacion de la CAL-B sobre los soportes Eupergit C-EDA,
Eupergit C-IDA y Eupergit C-IDA-Cu, fue mas efectiva a una concentracién de
fosfato 5 mM. Esto sugiere que la concentracion de iones en el medio ejerce una
influencia significativa sobre el proceso de inmovilizacion posiblemente
ocasionada por la competencia de los iones en el medio con la proteina por los

puntos de interaccidn con el soporte (Bolivar et al., 2009).

Por el contrario, la inmovilizacién de CAL B sobre el soporte Eupergit® C (Ver
Figura 27a) demostr6 que a alta fuerza ionica se favorece el proceso de
inmovilizacion de la enzima sobre el soporte. La inmovilizacion a baja fuerza ionica
fue despreciable en este tipo de soporte. Esto sugiere una limitacién para los
soportes de tipo epoxido ya que es necesaria una elevada fuerza idnica para la
inmovilizacion de proteinas (Katchalski-Katsir, 1993). Sin embargo, no todas las
proteinas pueden ser sometidas a estas condiciones, ya que es posible que en

algunos casos se afecten negativamente las propiedades cataliticas de actividad y
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estabilidad (Mateo y col., 2000a). Esto se deberia a la baja hidrofobicidad

presentada por este tipo de material polimérico (Mateo y col., 2002).

3.3.3 Inmovilizacion de CAL-B sobre soportes de Eupergit C bajo

condiciones Optimas de fuerza ionicay pH.

La CAL-B fue inmovilizada en las condiciones de pH, fuerza i6nica y grado de
modificacion del soporte resumidas en la tabla 1. En estas condiciones los
soportes Eupergit C y Eupergit C-Cu, presentaron los mayores porcentajes de
expresion de actividad enzimatica: 50% y 58%, respectivamente. Por el contrario,
los soportes Eupergit C-IDA y Eupergit C-EDA presentaron disminuciones
drasticas de actividad enzimatica expresada, con 35 y 12%, respectivamente. La

figura 29 muestra la cinética de inmovilizacion para cada uno de los derivados.

Tabla 1. Condiciones del proceso Inmovilizacion CAL B sobre soportes epoxidos parcialmente

modificados.
Grado de
- Fuerza i6nica del :
Soporte modificacion grupos : pH del medio
. medio (mM)
epoxidos (%)

Eupergit C 0 1000 7
Eupergit C-EDA 21,5 5 7
Eupergit C-IDA 18,3 5 7

Eupergit C-IDA-Cu 24,3 5 7
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Figura 29. Cinética de la inmovilizacion de CAL-B en soportes epoxidos multifuncionales. a)

suspension; b) sobrenadante. (A)EC-IDA-CAL-B; (®)EC-EDA-CAL-B, (B)EC-CAL-B; (A )EC-IDA-

Cu-CAL-B. Los experimentos se desarrollaron como se indica en la parte experimental.

Bajo las condiciones utilizadas, no fue posible inmovilizar el 100% de la actividad
enzimatica, lo cual puede deberse a la baja disponibilidad de grupos funcionales
en la estructura 3D de la enzima debido al alto grado de glicosilacion de la lipasa
de CAL-B que impide la reactividad de estos frente a los soportes Eupergit C y
Eupergit C funcionalizados (Ericsson et al., 2008; McCabe et al., 2004; Uppenberg
et al., 1994).

3.4 AGREGADOS ENZIMATICOS ENTRECRUZADOS (CLEAs) DE LIPASAS
DE CAL-B.

En el proceso de obtencién de CLEAs, tanto la agregacion de la enzima a través
de la precipitacion por un solvente organico, como la concentracion del agente
entrecruzante influyen de manera significativa sobre la actividad vy
enantioselectividad que exhibe el CLEA obtenido (Cao et al.,, 2004). Por esta

razon, es importante una seleccion adecuada del tipo de solvente a utilizar y su
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concentracion, asi como la determinacion de la concentracion de agente

entrecruzante que no ocasione una desnaturalizacién de la enzima.

Para la elaboracion de los CLEAs de CAL-B se realizé un “screening” con sulfato
de amonio, acetona y t-butanol, como agentes precipitantes. Los resultados
obtenidos senalaron que el t-butanol no ocasion6 un efecto desnaturalizante sobre
la CALB como si lo ocasionaban la acetona y el sulfato de amonio. Por esta razén
se selecciond el t-butanol como agente precipitante para la optimizacion de la
sintesis de los CLEAs. Como agente entrecruzante se selecciond el
glutaraldehido. La optimizacion de la concentraciéon del t-butanol y del
glutaraldehido se realizd a través de un disefio factorial multinivel 3° donde
ademas se evalud la influencia de la concentracion del preparado enzimatico,
sobre la actividad catalitica mostrada por el CLEA en la hidrdlisis de pNPB. La

tabla 2 resume las condiciones experimentales del disefio experimental.

Tabla 2. Condiciones experimentales en la seleccién de variables significativas para la

optimizacién de los CLEAs.

Nivel bajo | . .NVel 1 Nivel alto
-1 1
(-1) ) (1)
Concentracion t-butanol (% v/v) 50 70 90
Concentracion glutaraldehido (% p/v) 0,5 1,0 1,5
Concentracién de proteina (mg/ml) 3 5 7

Los resultados obtenidos mostraron que para las condiciones de estudio la

actividad de los CLEAs formados era altamente variable, lo que sugiere que cada
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uno de los factores influye en el proceso de elaboracion de los CLEAs. La tabla 3

resume los resultados de actividad obtenidos para cada uno de los ensayos.

Tabla 3. Matriz de resultados para el proceso de elaboracion de agregados entrecruzados de CAL
B.

Experiencia  Proteina t-butanol  Glutaraldehido Arztlle\z\l’:g/zd
No (mg/ml) (% viv) (% p/v) (%)
1 1 -1 1 79
2 0 -1 0 79
3 1 -1 -1 20
4 -1 1 1 69
5 1 -1 0 100
6 0 1 1 141
7 -1 0 0 50
8 -1 0 -1 445
9 -1 1 -1 278
10 0 -1 1 8
11 -1 1 0 96
12 0 1 -1 443
13 1 1 -1 115
14 -1 -1 0 50
15 -1 0 1 168
16 -1 -1 1 98
17 0 0 0 21
18 1 1 0 870
19 0 -1 -1 164
20 0 0 -1 57
21 0 0 1 86
22 1 1 1 209
23 1 0 1 103
24 0 1 0 7
25 -1 -1 -1 1037
26 1 0 0 100
27 1 0 -1 15

El grafico de Pareto relacionado a estos ensayos experimentales permitio
establecer claramente que las concentraciones de proteina, t-butanol vy
glutaraldehido, ejercen una influencia significativa sobre la actividad especifica de

los agregados entrecruzados de CAL-B (Figura 30).
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Por su parte, el analisis de varianza (ANOVA) de los resultados mostrados en la
Tabla 3 a través del programa STATGRAPHICS plus 5.1, permitié6 determinar el
grado de significancia de cada uno de los efectos de las variables sobre la
actividad relativa de los agregados entrecruzados de CAL-B. El valor estadistico P
para cada uno de los efectos indica niveles de confiabilidad del 95%. La Tabla 4

resume el analisis de ANOVA.

Gréfico de Pareto estandarizado para la Actividad relativa

AB

AC

Conc. glutaraldehido
AA

BB

BC

A:Conc. proteina
B:Conc. t-butanol
CcC

0 0,4 0,8 1,2 1,6 2 2,4

Efectos estandarizados

Figura 30. Diagrama de pareto para los factores estudiados en la sintesis de CLEAs de CALB.

Tabla 4. Datos de ANOVA para la optimizacion del CLEA en ausencia de albumina.

SUMA DE GRADOS DE

VARIABLE CUADRADOS LIBERTAD P-VALOR
AB 4,49E+04 1 0,0189
AC 3,22E+04 1 0,0436

Error total 1,70E+05 24

Total (corr.) 2,47E+05 26

De la Tabla 4, se determiné que las interacciones entre la concentracion de
proteina con t-butanol (AB) y de proteina con el glutaraldehido (AC) ejercen un
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efecto estadisticamente significativo (P<0.05) sobre la sintesis de los CLEAs de
CAL-B. Dicho efecto, se vio reflejado en la disminucién o aumento de la actividad

lipasica (variable de respuesta) de los CLEAs sintetizados bajo las condiciones del

diseno experimental.

El grafico de superficie de respuesta (Figura 31) de la matriz de resultados
mostrados en la tabla 7 permitié estimar las condiciones para la maximizacion de
la actividad especifica de los agregados entrecruzados. Del grafico se determind
que una concentracion de proteina de 3 mg/mL, t-butanol al 50% (v/v) y

glutaraldehido 0.5% (p/v), los CLEA de CAL B expresan la maxima actividad
catalitica.

actividad relativa(%)
10-30

S B 30-70
T 300 70-110
s 110-150
T 200 150-190
T 190-230
g 100 . 230-270
g . B 270-310
? 310-350
t-butanol (% v/v) conc. proteica CALB (mg/ml)

Figura 31. Superficie de respuesta en la optimizacion de los agregados entrecruzados de CAL-B.

3.5 EVALUACION DE LA ENANTIOSELECTIVIDAD DE LOS DERIVADOS
DE CAL B EN LA RESOLUCION CINETICA DEL (R/S)-PROPANOLOL

La enantioselectividad es tal vez la propiedad mas importante de las lipasas por lo
que son ampliamente utilizadas como catalizadores en reacciones para sintesis de

ésteres y alcoholes épticamente puros.
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En este estudio, se analizd el efecto de la inmovilizacibn sobre la
enantioselectividad de la lipasa de C. antarctica B en la reaccion de esterificacion
del (R/S)-propanolol. Este sustrato tipo aminoalcohol es ampliamente usado en la
industria farmacéutica como agente antihipertensivo por su efecto bloqueador
(antagonista) de los receptores beta-adrenérgicos (Goodman and Gillman, 1985;
Barret, 1985; Avila et al., 2005).

Aunque la esterificacion catalizada por lipasas en solventes organicos provee
nuevas rutas de sintesis organica, deben resolverse diversos problemas como la
pérdida de actividad enzimatica en medio organico y las dificultades asociadas con
la reversibilidad de las reacciones de esterificacion ocasionadas por el agente
acilante (Reetz, 2002; Klibanov, 2001).

Para llevar a cabo la reaccion de esterificacion se seleccioné como medio de
reaccion el tolueno. De forma preliminar se ensayaron como solventes del medio
el etanol y el hexano por sus diferencias de hidrofobicidad. Los resultados
obtenidos sefalaron que la velocidad de conversibn en la reaccion de
esterificacion procedia de manera muy lenta y casi nula, lo que dificultaba alcanzar
grados de conversién aceptables para una resolucién cinética (datos no-
mostrados). El solvente organico juega un papel determinante en la resolucion
cinética catalizada por lipasas de alcoholes del tipo del propanolol, debido a que
este puede generar desventajas como el decrecimiento de la actividad catalitica
debido primordialmente a la existencia de sistemas cataliticos heterogéneos
(Jurcek et al., 2008). En este sentido, diferentes autores han demostrado que la
actividad y enantioselectividad de las lipasas son favorecidas cuando en el medio
de reaccién hay presencia de solventes organicos con una elevada hidrofobicidad
(Ghanem, 2007).
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Pchetka et al. (2000), Carrea et al. (1995); Klibanov, (2001); Persson et al., (2002)
entre otros, han reportado que solventes como el tolueno y el hexano permiten
una mayor expresion en las reacciones de transesterificacion catalizada por la
lipasa de Candida antarctica B. Esta mayor actividad se debe principalmente a la
elevada hidrofobicidad (Log P>2,5) que genera un ambiente adecuado para la
expresion de la actividad y enantioselectividad de la CAL-B (Wielechowska y
Plenkiewicz, 2005).

La seleccion del agente acilante es otro factor altamente importante, debido a que
incide directamente en la reversibilidad de la reaccion de esterificacion
ocasionando un disminucion de la actividad catalitica de la CAL-B (Klibanov, A.,
2001). Para resolver este problema, el acetato de vinilo ha sido ampliamente
utilizado como agente acilante en las reacciones debido al caracter irreversible
que le confiere a las reacciones por la formacion de acetaldehido via
tautomerizacién ceto-enol (Koeller y Wong, 2001). Sin embargo, el acetaldehido
es conocido por inactivar algunas lipasas, desventaja que ha sido superada a

través de estrategias de inmovilizacion.

Las reacciones enzimaticas suelen ser dependientes de la concentracion de
sustrato y producto. Por esta razon, se estudid el efecto ocasionado por la
concentracion de propanolol, relacion molar propanolol-acetato de vinilo y carga

de biocatalizador en la reaccion de acetilacion del (R/S)-Propanolol en tolueno.

Posteriormente, se seleccionaron las mejores condiciones bajo las cuales se
realizaron las reacciones de esterificacion que permitieron la determinacion

efectiva de la enantioselectividad de los derivados.
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3.5.1 Efecto de la concentracion de (RS)-propanolol sobre la reaccion de

esterificacion

El efecto de la concentracion de (R/S)-propanolol fue estudiado para el derivado
octil-agarosa-CAL-B en el rango de 0,1-0,03 mmol. La figura 32, muestra el efecto
de la concentracion del propanolol sobre la velocidad de conversion en la reaccién
de esterificacion. Se observé que la velocidad de esterificacion aumentd con el
incremento de la concentracion del (R/S)-propanolol sin evidenciarse efecto de
saturacion alguno en el rango de concentracién evaluado. Esto sugiere que la
lipasa inmovilizada cataliza la conversién de altas concentraciones de sustrato, lo

cual es importante para su aplicacién industrial (Bai y col., 2005; Ema, T., 2004).

Es importante resaltar que a pesar del gran tamano y del aumento de la
concentracién de moléculas de propanolol en el medio de reaccién, no se presentd

un efecto marcado de inhibicion por sustrato sobre el derivado.
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Figura 32. Efecto de la concentracién de propanolol sobre la velocidad de reaccién. Condiciones
de reaccioén: (A) 0,03 mmol, (&) 0,05 mmol, y (®) 0,1 mmol), acetato de vinilo (0,3mmol), derivado

(50U) y tolueno (completar un volumen de 3 ml). La reaccién no fue seguida a conversiones
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mayores debido a que la enantioselectividad de los biocatalizadores se evalué en el rango del 20%

al 30% de conversion, en donde el equilibrio entre el R-propanolol y su ester no se ha alcanzado.

5.2 Efecto de la concentracion de acetato de vinilo. Relacién molar

propanolol-acetato de vinilo.

La concentracion del agente acilante y su relacion molar con el sustrato, en este
caso con el propanolol, es uno de los parametros mas importantes en las

esterificaciones enzimaticas (Habulin y Knez, 2009).

Se evaluo el efecto ocasionado por diferentes concentraciones de acetato de vinilo
sobre la velocidad de reaccion de esterificacion del propanolol racémico. De esta
manera, se selecciond la relacion molar propanolol-acetato que permite una

resolucion cinética efectiva.

La concentracion de acetato de vinilo fue evaluada en el rango de 0,1-0,3 mmol,
manteniendo constante la concentracion de propanolol (0,1mmol). La ausencia de
agua en la reaccién fue de vital importancia para evitar la hidrolisis del acetato de
vinilo. Los resultados obtenidos (figura 33) mostraron que el aumento en la
concentracién del agente acilante no ocasiond una inactivaciéon del derivado.
Ademas, la velocidad de conversion aumentd proporcionalmente con el aumento

de la concentracion del acetato de vinilo.
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Figura 33. Efecto de la concentracion de acetato de vinilo sobre la velocidad de reaccion.
Condiciones de reaccién: (R/S)-Propanolol (0,17mmol); acetato de vinilo: (®) 0,Tmmol; (&) 0,2 mmol
y (A) 0,3 mmol; derivado de CAL-B sobre octil-agarosa (50U) y tolueno (hasta completar un
volumen total de 3 ml)

Los resultados mostrados en la figura 33, sefialan que una relacion molar 3:1 de
acetato de vinilo-propanolol permiti6 una conversion del 65% en tiempo de 6
horas. Esto sugiere que, a pesar de tener un exceso de moléculas de acetato de
vinilo presentes en el medio de reaccion, no se produciria un efecto de inhibicion
por interaccion con el sitio activo de la CAL-B (a nivel del grupo OH del residuo de
serina de la triada catalitica). Ver Figura 34. Esta acetilacion genera el
intermediario acilado acil-enzima, el cual posteriormente reacciona con el

propanolol para generar el correspondiente éster (Van Rantwijk y Sheldon, 2004)
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Figura 34. Mecanismo de reaccion de la catélisis de CAL-B. Enlaces de Hidrégeno (- - -).

3.5.3 Efecto de la carga de biocatalizador sobre la velocidad de reaccion

La carga enzimatica es un factor crucial para incrementar la eficiencia de una
reaccion catalizada por enzimas (Bai y col., 2005). En este estudio, se evalud el
efecto de la carga del derivado, es decir, de la cantidad de CAL-B inmovilizado
sobre octil-agarosa (en un rango de 10-50 U en un volumen de 3 ml de reaccion)
agregada a la mezcla de reaccion durante la esterificacion del propanolol

racémico. En la figura 35, se muestran los resultados obtenidos.

Los resultados indican que la velocidad de esterificacion se incrementd con el
aumento de la carga de catalizador, y la conversion de propanolol también fue
incrementada de un 20 a un 45%. La conversibn maxima del 85% se obtuvo
cuando se adicioné a la reaccion 50U de catalizador. Ademas, se obtuvo una

relacion lineal cuando se graficaron las velocidades iniciales en funcion de la
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carga del biocatalizador, lo que sugiere que la reaccion es cinéticamente
controlada (Habulin et al., 2009).

50
[
40 A
[ ]
A
ST
‘é’ 30 R [ | .
o | .
> 20 A -
/o)
© [ ]
s *
D H L T T T T T L T L T T
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)

Figura 35. Efecto de la carga del biocatalizador sobre la velocidad de reaccién. Condiciones de
reaccion: (R/S)-Propanolol (0,17mmol); acetato de vinilo (0,3mmol); derivado de CAL-B sobre octil-
agarosa: (®) 10 U de biocatalizador, (H): 30 U de biocatalizador, (A): 50 U de biocatalizador; y
Tolueno (hasta completar un volumen de 3 ml)

Con los resultados previamente obtenidos, se seleccionaron las siguientes
condiciones estandar: (R/S)-Propanolol (0,1mmol), acetato de vinilo (0,3mmol),
derivado (50U) y tolueno (hasta completar un volumen de 3 ml). Bajo estas
condiciones se obtuvieron conversiones de la esterificacion del propanolol
racémico entre un 20 y un 30% en un tiempo de reaccion enzimatica de 3 h

aproximadamente.

La figura 36, muestra la cinética de reaccion de esterificacion del (R/S)-Propanolol

catalizada por CLEAs y por los derivados de CAL-B sobre los soportes de Eupergit
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C parcialmente modificados. La enantioselectividad de cada derivado de CAL-B
(CLEA-CAL-B, EC-CAL-B, EC-IDA-CAL B, EC-EDA-CAL-B, EC-IDA-Cu-CAL-B y
Octil-CAL-B) fue evaluada en la reaccién de esterificacion del propanolol racémico
en un rango comprendido entre el 20 y 30 % de conversion y analizada por HPLC-

quiral.

Los resultados obtenidos (tabla 5) mostraron que los derivados de CAL-B
exhibieron relaciones enantioméricas (E) diferentes, lo cual concuerda con
reportes previos que sefalan que una misma lipasa puede exhibir
enantioselectividades muy diferentes al ser inmovilizada sobre distintos soportes
(Palomo et al., 2004; Palomo et al., 2005; Palomo et. al., 2002).
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Figura 36. Cinética de la reaccién de esterificacion del (R/S)-Propanolol catalizada por derivados
de CAL B. condiciones de reaccion: (R/S)-propranolol (0,7mmol), acetato de vinilo (0,3mmol),
derivado (100mg) y tolueno (hasta completar un volumen de 3 ml). En esta reaccion fueron
utilizados los siguientes derivados: (+): CLEA-CAL-B, (rj): Octil-CAL-B, (H): EC-CAL-B, (A): EC-
Amino-CAL-B, (®) EC-IDA-CAL-B, and (®):EC-IDA-Cu-CAL-B.
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Tabla 5. Excesos enantiomericos del producto (ee,) y relaciones enantiomericas (E) obtenidas de

los derivados de CAL-B en la reaccion de acetilacién de (R/S)-Propanolol.

Derivado enantiopreferencia Conversion t N E

(%) (h) (%)
Octil-agarosa-CAL-B R 27,5 3 37 23
EC-CAL-B R 30 5 96 57
EC-EDA-CAL-B R 24,3 3 92 25
EC-IDA-CAL-B R 30 6 75 18
EC-Cu-CAL-B R 23 4 49 11
CLEA-CAL-B R 24 1 89 24

Conversion y ees (%) fue estimado por HPLC. Condiciones de reaccién: propranolol (0,1mmol),
acetato de vinilo (0,3mmol), derivado (100mg) y tolueno (hasta completar un volumen total de 3
mi).

Como se observa en la tabla 5, los CLEAs de CAL-B y el derivado octil-CAL-B
mostraron elevados valores de actividad y conversion en la reaccion de acetilacion
del propanolol racémico. Sin embargo, esta alta actividad contrastd6 con una
relaciéon enantiomérica (E=23 y E=24, respectivamente) aceptable comparada con

las preparaciones de CAL B sobre el soporte de Eupergit C (E=57).

Esta clara diferencia entre actividad y enantioselectividad mostrada por el derivado
Octil-CAL-B se debié muy posiblemente a la notable hidrofobicidad del soporte,

que favorecio el desplazamiento total del lid de la CAL B permitiria el acceso de
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mas moléculas de propanolol al sitio activo de la enzima (Schrag et al., 1997,
Gutierrez et al., 2007; Rotticci et al., 2001).

Para el caso de los agregados entrecruzados de CAL-B (CLEA-CALB), la elevada
actividad mostrada en la esterificacion del propanolol, se debe muy posiblemente
a la disminucion de limitaciones difusionales internas y externas por la ausencia de
un soporte como tal. Sin embargo, esto depende en gran medida de la morfologia
del CLEA obtenido (Cao et al., 2003; Blanco, 2005; Wilson et al., 2009). Ademas,
en este tipo de estrategia de insolubilizacion de enzimas por entrecruzamiento de
proteina pura, no es necesario la purificacion del extracto enzimatico con lo que se
evita pérdidas de actividad, que si pueden presentarse para el caso de las
preparaciones de lipasas inmovilizadas en el soporte Eupergit C puro y modificado
(Sheldon et al., 2004, Cao et al., 2003).

A pesar de la actividad mostrada por el CLEA-CAL-B, la enantioselectividad que
exhibe es apenas aceptable (E=24), si se compara con el derivado EC-CAL-B
(E=57). Esto se debe posiblemente a que los CLEAs no confieren una rigidez
suficiente para evitar la distorsion del sitio activo de la enzima en el momento de la
catalisis generando tal vez una conformacion que no impide estéricamente al

enantidmero R-propanolol.

Los derivados Eupergit C-IDA-CAL-B y Eupergit C-IDA-Cu-CAL-B mostraron una
relacion enantiomérica baja (E= 18 y E= 11, respectivamente). Esto sugiere que
los grupos carboxilo del soporte IDA y los quelatos del IDA-Cu generaron una
orientacion desfavorable de las moléculas de CAL-B sobre el soporte,
ocasionando de esta manera la pérdida de la enantioselectividad frente al

propanolol racémico (Ema, 2004).
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El derivado Eupergit C-CAL-B exhibi6 la mayor enantioselectividad en
comparacion con los demas derivados de CAL-B en la resolucion enantidmerica
del propanolol. Esto puede explicarse, en términos de la rigidez conferida por los
enlaces covalentes entre los grupos epoxidos del soporte y los residuos lisinicos
de la superficie de la lipasa (81 residuos de lisina por molécula de CAL-B) ademas
de las posibles interacciones hidrofébicas de otros aminoacidos con la matriz
polimerica del Eupergit C. Esta interaccion pudo haber generado una orientacion
enzima-sustrato muy favorable que permitié una adecuada entrada al sitio activo
del enantiomero R, que es esterificado a una constante de velocidad mayor que el

enantidmero S (Mateo et al., 2000).

La figura 37 muestra el cromatograma obtenido para una conversién del 30% en

la reaccion de esterificacion del propanolol catalizada por el derivado EC-CAL B.
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Figura 37. Perfiles de elucién en la reaccion de esterificacion del (R/S)-Propanolol para una
conversion del 30% catalizada por el derivado EC-CAL-B. El orden de elucién fue: (R)-Propanolol
(1,982 min); (S)-Propanolol (2,123 min); R-butiril-propanolol (2,439); tolueno (6,565).
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3.6 EVALUACION DE LA ENANTIOSELECTIVIDAD DE LOS DERIVADOS
DE CAL B EN LA RESOLUCION CINETICA DEL (R/S)-ATENOLOL

El atenolol es un compuesto que al igual que el propanolol pertenece al grupo de
aminoalcoholes que actua como antagonista de los receptores beta-adrenérgicos
(bloqueador B-adrenérgico), razén por la cual es utilizado en la industria

farmacéutica como agente anti-hipertensivo.

De manera similar al propanolol, se evalué los efectos causados por la
concentracion de sustrato, concentracion de acetato de vinilo como agente
acilante y carga del biocatalizador en la reaccion de esterificacion del (R/S)-

Atenolol, en tolueno como disolvente organico.

Posteriormente, se seleccionaron las mejores condiciones bajo las cuales se
realizaron las reacciones de esterificaciéon del (R/S)-Propanolol que permitié la

determinacion efectiva de la enantioselectividad de los derivados de CAL-B.

3.6.1 Efecto de la concentracion de (R/S)-atenolol sobre la reaccion de

esterificacion

El atenolol es un compuesto practicamente insoluble en agua y moderadamente
soluble en solventes polares (solubilidad en etanol de 3,4 mg/ml). Esta baja
solubilidad limité el rango de estudio de la concentracion del mismo en la reaccion

de esterificacion.

El efecto de la concentracién de (R/S)-Atenolol fue estudiado para el derivado
Octil-agarosa-CAL-B en el rango de 0,05-0,01 mmol. Se observé que la velocidad
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de esterificacién aumento con el incremento de la concentraciéon del (R/S)-atenolol
sin evidenciarse efecto de saturacion alguno en el rango de concentracion
evaluado (figura 38). Ademas, es evidente que para las condiciones de estudio,
las velocidades de reaccion no disminuyeron, lo que estaria indicando una alta

afinidad de la enzima por el atenolol.

La figura 38, muestra el efecto de la concentracion del atenolol sobre la velocidad

de conversion en la reaccion de esterificacion.
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Figura 38. Efecto de la concentracién de (R/S)-Atenolol sobre la velocidad de reaccion.

Condiciones de reaccion: (A) 0,01 mmol, (®) 0,03 mmol, y () 0,05 mmol), acetato de vinilo

(0,17mmol), derivado (100mg) y tolueno (hasta completar un volumen de 3 ml).
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3.6.2 Efecto de la concentracion de acetato de vinilo. Relacién molar

Atenolol-acetato de vinilo.

Como se habia mencionado anteriormente, la concentracion del agente acilante es
uno de los factores mas importantes en reacciones de esterificacién catalizadas
por lipasas. Su importancia radica en que al ser el promotor de la formacion del
intermediario acil-enzima, su concentracion es determinante en la velocidad de

conversion de la reaccion de esterificacion (Bai et al., 2005; Habulin y Knez, 2009).

El efecto de la concentracion del acetato de vinilo fue evaluado en el rango de
0,05-0,15 mmol (figura 39) manteniendo constante la concentracion de atenolol
(0,05mmol). Los resultados obtenidos mostraron que cuando se aumentd la
concentracién del agente acilante a 0,1 mmol, la velocidad de la reaccién aumento
reflejandose en una mayor conversion de sustrato a producto. Sin embargo, un
aumento de la concentracion de acetato a 0,15 mmol, conllevé a una disminucion
en la velocidad de conversiéon debido muy probablemente a efectos estéricos
ocasionados por la formacién de una gran cantidad de moléculas del intermediario
acil-enzima que impiden el acceso a un mayor numero de moléculas del atenolol
(Lozano et al., 2003; Habulin y Knez, 2009).
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Figura 39. Efecto de la concentracion de acetato de vinilo sobre la velocidad de reaccion.
Condiciones de reaccion: (R/S)-Atenolol (0,05mmol); acetato de vinilo: () 0,05mmol; (&) 0,17 mmol

y (A) 0,175 mmol; derivado de CAL-B sobre octil-agarosa (100mg) y tolueno (hasta completar un
volumen total de 3 ml).

3.6.3 Efecto de la carga de biocatalizador sobre la velocidad de reaccion

La cantidad de biocatalizador en la reaccion de esterificacion del (R/S)-Atenolol
fue evaluada en un rango de 30-100 mg. Se determiné que para el rango de
estudio la velocidad de conversion del atenolol aumenté proporcionalmente con el

incremento en la cantidad de biocatalizador.

Como se puede observar en la figura 40, se obtuvo una conversion maxima del
50% en la esterificacion del atenolol, al utilizar una cantidad de 100 mg de
biocatalizador. Sin embargo, el uso de cantidades mayores podria generar
limitaciones en la velocidad de conversion; producto de fendmenos difusionales
externos e internos que limitan el curso de la reaccion, debido a la alteracion de la

expresion catalitica del derivado de CAL-B (Erbeldinger y Mesiano, 2000).
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Figura 40. Efecto de la carga del biocatalizador sobre la velocidad de reaccién. Condiciones de
reaccion: (R/S)-Atenolol (0,06mmol); acetato de vinilo (0,7mmol); derivado de CAL-B sobre octil-
agarosa: (®) 30 mg of biocatalizador, (®): 50 mg of biocatalizador, (A): 100 mg de biocatalizador;
y Tolueno (hasta completar un volumen de 3 ml).

Los resultados obtenidos mostraron que el estudio de la enantioselectividad de
cada uno de los derivados puede ser llevado a cabo utilizando una cantidad de 50
mg de biocatalizador. Esta carga de biocatalizador permite una conversién entre el
20y 30% en tan solo 2 horas.

Con los resultados previamente obtenidos, se seleccionaron las siguientes
condiciones estandar para la evaluacion de la enantioselectividad de los derivados
de CAL-B sobre los soportes parcialmente modificados: (R/S)-Atenolol
(0,05mmol), acetato de vinilo (0,1mmol), derivado (50 mg) y tolueno (hasta

completar un volumen de 3 ml).
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La figura 41, muestra la cinética de la reaccion de estereficacion del (R/S)-
Atenolol catalizada por los derivados de CAL-B sobre los soportes de Eupergit C

parcialmente modificados.
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Figura 41. Cinética de la reaccion de esterificacion del (R/S)-Atenolol catalizada por derivados de

CAL-B. condiciones de reaccion: (R/S)-Atenolol (0,06mmol), acetato de vinilo (0,17mmol), derivado
(50mg) y tolueno (hasta completar un volumen de 3 ml). En esta reaccién fueron utilizados los
siguientes derivados: (3): Octil-CAL-B, (®): EC-CAL-B, (A): EC-Amino-CAL-B, (#) EC-IDA-CAL-B,
(®):EC-IDA-Cu-CAL-B y (+): CLEA-CAL-B.

Como se puede observar en la figura 41, el CLEA de CALB mostré la actividad
mas elevada en la esterificacion del (R/S)-Atenolol, logrando conversiones del

80% en un periodo de tiempo de tan solo 4 horas.

Por otra parte, de manera similar a los resultados obtenidos con el propanolol, el
derivado Octil-CALB exhibié nuevamente una mayor actividad frente a los demas
derivados en la esterificacion en este caso del atenolol racémico, alcanzando una
conversion alrededor del 70% en un periodo inferior a 7 horas. Esta alta actividad

del derivado es posible debido al efecto de hiperactivacion que sufre la enzima al
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ser inmovilizada sobre un soporte altamente hidrofébico como el octil-agarosa, que
al parecer ocasiona el completo desplazamiento del /lid exponiendo de esta
manera el sitio activo de la enzima al medio de reaccién (Sabuquillo et al., 2008;
Mateo et al., 2006).

Los derivados EC-EDA-CAL-B, EC-IDA-CAL-B, EC-IDA-Cu-CAL-B, mostraron
diferentes actividades en la esterificacion del atenolol, sobresaliendo el derivado
EC-CAL-B que a pesar que mostré una actividad inferior en comparacion con el
derivado octil-CAL-B frente al atenolol, catalizoé porcentajes de conversion del 50%
en un intervalo de tiempo de 6 horas. En contraste, el derivado EC-IDA-Cu mostro
la actividad mas baja, demostrando que la orientacion de la enzima sobre este

soporte es desfavorable para la catalisis de la CAL-B.

La enantioselectividad de cada uno de los derivados de CAL-B (EC-CAL-B, EC-
IDA-CAL-B, EC-EDA-CAL-B, EC-IDA-Cu-CAL-B, Octil-CAL-B y CLEA-CAL-B) fue
evaluada en la reaccion de esterificacion del (R/S)-Atenolol en un rango
comprendido entre el 20 y 30 % de conversion aproximadamente, y analizada por
HPLC-quiral.

Los resultados obtenidos refuerzan la hipotesis de partida, demostrando que a
través de la inmovilizacion de la CAL-B sobre soportes activados con diferentes
grupos funcionales, se logré conferir probablemente distintas orientaciones y
rigidez a la enzima sobre los soportes, logrando con ello la modulacion de las
propiedades cataliticas de la lipasa de Candida antarctica B, y en especial su
enantioselectividad. La tabla 6, resume la enantiopreferencia y relaciones
enantioméricas exhibidas por los derivados en la resolucién cinética del atenolol

racémico.
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Tabla 6. Excesos enantioméricos del producto (ee,) y relaciones enantiomericas (E) obtenidas de

los derivados de CAL B en la reaccién de acetilacion de (R/S)-Atenolol

_ _ ~ |conversion| T ees
Derivado Enantiopreferencia E

(%) (h) (%)
Octil-agarosa-CAL-B R 28,5 2 34 21
EC-CAL-B R 22,5 2 96 65
EC-EDA-CAL-B R 26,1 3 85 29
EC-IDA-CAL-B R 29,6 4 74 19
EC-Cu-CAL-B R 29,6 5 24 13
CLEA-CAL-B R 29 1 92 26

Conversion y ees (%) fue estimado por HPLC. Condiciones de reaccion: Atenolol (0,06mmol),
acetato de vinilo (0,156mmol), derivado (60mg) y tolueno (hasta completar un volumen total de 3
mi).

Los resultados mostrados en la tabla 6 muestran la elevada enantioselectividad
(E=65) exhibida por el derivado EC-CAL B en la resolucion cinética del (R/S)-
Atenolol, obteniendo para una conversién del 22%, un exceso enantiomérico de S-
atenolol del 96%. Estos resultados sugieren que la inmovilizacion de la lipasa
sobre el soporte Eupergit producto de la interaccidén entre los grupos epéxidos con
los residuos lisinicos de la CAL-B origina una mayor rigidificacion o deformacion
del sitio activo de la enzima favorable para el acceso del enantidmero R. En
contraste, el acceso del enantiomero S al sitio acil enlazante del bolsillo
hidrofébico puede posiblemente ser impedido por efectos estéricos, producto de la
posicion espacial que origina el centro quiral del atenolol (Léonard-Nevers et al.,
2009).
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Los derivados Octil-CAL B y EC-EDA-CALB, mostraron relaciones enantioméricas
aceptables (E=21 y E=29, respectivamente). Para el caso del derivado Octil-CAL-
B a pesar de ser el derivado mas activo, la enantioselectividad que muestra es
inferior en comparacion con los derivados EC-EDA-CAL-B y EC-CAL-B. Esto
sugiere que la interaccion hidrofébica que se da entre el soporte Octil-agarosa con
la enzima no es lo suficientemente fuerte para evitar un cambio conformacional en
el sitio activo de la enzima con la entrada del atenolol. El grado de flexibilidad del
sitio activo permite que el enantidmero R como al enantiémero S reaccionen a

constantes de velocidad muy cercanas (Bastida et al., 1998; Palomo et al., 2004).

Para el caso del CLEA-CAL-B, la alta actividad mostrada frente al atenolol
contrastd con una enantioselectividad moderada (E=28) en comparacion con el
derivado de EC-CALB (E=65) quien expreso la maxima enantioselectividad. Esto
se debe muy posiblemente al elevado nivel de entrecruzamineto entre los residuos
lisinicos de la CALB vy el glutaraldehido, que estrian generando una conformacion
desfavorable de la enzima. Se han reportado resultados por otros autores (Wilson
et al., 2009; Majumder et al., 2008).

Por otro lado, la enantioselectividad mostrada por los derivados de CAL B en la
resolucion cinética del atenolol fue mayor que la exhibida por los mismos
derivados en la resolucion del propanolol. Los resultados sugieren que la
estructura del sustrato influye de una manera significativa sobre la

enantioselectividad mostrada por los derivados.

Para el caso particular de la molécula de atenolol, su estructura solo contiene un
anillo bencénico y una cadena carbonada en donde se encuentra el centro quiral.
Posiblemente la existencia de esta cadena, es la que permite una interaccion

favorable del enantidmero R con el intermediario acil-enzima formado en la triada
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catalitica de la lipasa. Por el contrario, la posicion espacial que adquiere el

enantidmero S-Atenolol le impide el acceso al sitio activo (Berglund et al., 1998).

Por su parte, la estructura de la molécula del propanolol contiene dos anillos de
benceno que incrementan el tamafio de molécula por lo que el acceso al sitio
activo de la enzima es mas dificil. Investigaciones previas afianzan esta idea en el
sentido que la incorporacion de un anillo bencénico en el sustrato conlleva a un
decrecimiento en la enantioselectividad de la acetilacion (Wielechowska vy
Plenkiewicz, 2005).
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4. CONCLUSIONES

Se desarrollaron biocatalizadores de lipasa de Candida antarctica B
inmovilizados sobre soportes epdxidos parcialmente modificados, exhibiendo
diferentes enatioselectividades en la resolucion cinética del propanolol y
atenolol racémico, sugiriendo que fue posible la modulacibn de sus

propiedades cataliticas.

Se determinaron las condiciones de reaccion mas favorables para la
esterificacion del (R/S)-propanolol (0,1 mmol de propanolol, 0,3mmol de
acetato de vinilo y 100 mg de derivado de CAL-B) y del (R/S)-atenolol (0,05
mmol de atenolol, 0,1mmol de acetato de vinilo y 50 mg de derivado de CAL-

B) catalizadas por preparaciones inmovilizadas de CAL-B.

Se identificé que los agregados entrecruzados de lipasa de CAL-B fueron mas
activos que los derivados EC-CAL-B, EC-EDA-CAL-B, EC-IDA-CAL-B, EC-
IDA-Cu-CAL-B, en la reaccion de esterificacién del atenolol y del propanolol,
bajo las condiciones Optimas de sintesis de los CLEAs (concentracién de
proteina CAL-B (3 mg/ml), t-butanol al 50% (v/v) y glutaraldehido 0.5% (p/v)).

Se determiné que la inmovilizaciéon covalente de la CAL B sobre soportes de
Eupegit C aumenta la enantioselectividad de la enzima en la resolucion
cinética de los sustratos propanolol y atenolol, en comparacion con la

inmovilizacion por adsorcion fisica y por entrecruzamiento de proteina pura.

Se demostré que las reacciones catalizadas por el derivado mostraron los
mejores valores de enantioselectividad (E=57) en comparacién con los
derivados EC-EDA-CAL B (E=25), EC-IDA-CAL B (E=18), EC-IDA-Cu-CAL B
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(E=11) y Octil-CAL B (E=23) y CLEA-CALB (E=24) en la reaccion de

esterificacion del propanolol racémico.

Se determind que las reacciones de esterificacion catalizadas por el derivado
de EC-CAL-B exhibieron la mayor relacion enantiomérica (E=65) en la
resolucion cinética del (R/S)-Atenolol, obteniéndose un exceso enantiomérico

del S-Atenolol del 96% en un periodo de tiempo de 2 horas.
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ANEXO 1

La actividad especifica de la CAL B se determiné de la siguiente manera:

6
V.
Actividad especifica (U/mg)= mg*—t* FD
e VvV, C

prot

Donde

m = pendiente (mol/L.min)

¢ = coeficiente de extincion molar del PNPB (3100 M 1xcm™)
Vi = Volumen total de la reaccion

Vm = Volumen de la solucién enzimatica

FD = Factor de dilucién enzimatico

Corot = concentracion de proteina en la solucion enzimatica

U = cantidad de enzima necesaria para hidrolizar un mol de pNPB a 25°C
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ANEXO 2

Curva de calibracion para la cuantificacion de &tomos de Cobre por

espectroscopia de absorcion atomica

0,16
0,14 - =
0,12 -
0,1 - m
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0024 &

D T T T T T

0 1 2 3 4 5 6
Concentraciéon[ppm]

Absorbancia

y = 0,0287x + 0,0071
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ANEXO3

Curva de calibracién (S)-Propanolol y (R)-propanolol

C=62,47*10 A - 7,44

C es la concentracion de [(R)- y (S)-] propanolol en mM y A es el area del pico

correspondiente para el propanolol en mAU*s.
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ANEXO0 4

Curva de calibraciéon [(S)- y (R)-] Atenolol

1200

1000 + b

oo

o

o
1

Area [mAUxs]
= D
(=] (]
& o

200 A

C [mM]

C=965,2*101A-31,5

C es la concentracion de [(R)- y (S)-] Atenolol en mM y A es el area del pico

correspondiente para el atenolol en mAU*s.
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ANEXO0 5

Resolucion cinética (R/S)-Propanolol

:
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a) (R/S)-Propanolol en ausencia de biocatalizador. Grado de conversion (0%).
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b) (R/S)-Propanolol para una conversion del 30% catalizada por el derivado EC-CAL-B. El
orden de elucion fue: (R)-Propanolol (1,982 min); (S)-Propanolol (2,123 min); R-O-bultiril-
propanolol (2,439); tolueno (6,565).
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ANEXO 6

Resolucion cinética (R/S)-Atenolol
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(R/S)-Atenolol para una conversién del 20% catalizada por el derivado EC-CAL B. El orden de
elucion fue: (R)-Atenolol (4,450 min); (S)-Atenolol (4, 738min); R-O-butiril-atenolol (5,354 min).
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