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RESUNEN

RESUMEN

Se ha reportado que las lipasas poseen poca o nula actividad amidasa. Sin
embargo, y pese a esta idea generalizada, recientemente nuestro grupo de
investigacion report6 por primera vez la hidrdlisis de la capsaicina in vitro mediante
el uso de una lipasa (lipasa B de C. antarctica inmovilizada Novozym 435).
Basados en dicho resultado, en este proyecto se decidié estudiar en detalle las
condiciones del medio de reaccién que favorecen la hidrdlisis de este tipo de
amidas tomando en consideracion las caracteristicas moleculares de amidas
analogas a la capsaicina.

En primer término, tomando a la capsaicina como molécula modelo, se
efectud la sintesis enzimatica y purificacion de una variedad de capsaicinoides
artificiales en los que se modifico el tamaho de la cadena hidrofébica y los
sustituyentes del anillo. La sintesis se llevé a cabo en 2-metil-2-butanol (2M2B) a
una temperatura de 45 °C, encontrandose que en todos los casos las
conversiones al equilibrio fueron mayores que 95% después de 72 h de reaccion.
Cabe senalar que las excelentes conversiones al equilibrio obtenidas fueron
independientes de la naturaleza del donador de acilo, del tamafo del mismo y del
agente nucleofilico. En términos de la velocidad inicial, las diferencias encontradas
fueron influenciadas primordialmente por la naturaleza del agente nucleofilico en
términos de la naturaleza de los sustituyentes del anillo.

Posteriormente se llevd a cabo un escrutinio de lipasas capaces de
hidrolizar a la capsaicina. De dicho ensayo la lipasa que mostré mejor desempeno
fue la lipasa B de C. antarctica inmovilizada (Novozym 435).

Una vez seleccionada la lipasa con la que se logré la mayor eficiencia en la
reaccion de hidrélisis de la capsaicina y purificadas las amidas obtenidas en la
sintesis enzimatica, se llevaron a cabo las reacciones de hidrélisis de las mismas.
En los primeros ensayos, se sometieron amidas con un mismo anillo pero con
distintos residuos acilo y se logré distinguir la preferencia de la lipasa por la
hidrélisis de la amida con residuo acilo de 10 carbonos (10C’s), particularidad que

se mantuvo con aquellas amidas en las que se modificé la naturaleza del grupo

VI



RESUMEN

amino. Se analizé también la susceptibilidad para la hidrolisis de amidas en las
que se modificaron los sustituyentes del anillo destacando de estos ensayos que:
1) existe una correlacion indirecta entre la velocidad inicial de reaccién y el poder
nucleofilico del grupo saliente (amina), 2) existe una disminucién de la velocidad
inicial al aumentar el numero de sustituyentes del anillo, esto ultimo a causa de
probables impedimentos estéricos.

Finalmente, estas propiedades se aplicaron en la resolucion de la mezcla
racémica de la amina quiral a-metilbencilamina. La acilacién enantioselectiva de la
o-metilbencilamina nos permiti obtener como productos a la amida
correspondiente y al isébmero que no reconocio la lipasa. Posteriormente, la o-
metilbencilamida sintetizada se sometié a hidrdlisis, obteniéndose una conversion
por arriba del 70% después de un lapso de 72 h, con una velocidad de hidrdlisis
mayor que la observada en la hidrdlisis de las otras amidas no quirales
(vainillinamidas, 3-metoxibencilamidas y bencilamidas). Estos resultados
demuestran que por medio de las lipasas, es posible resolver mezclas racémicas

de aminas mediante la acilacion e hidrdlisis enantioselectiva.

Vil
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INTRODUCCION

El uso de enzimas para la transformacion quimica es hoy una realidad tanto
a escala preparativa como a niveles de produccion industrial. La exquisita enantio,
regio y quimioselectividad de las enzimas y la posibilidad de que estas trabajen en
medios de reacciéon distintos al agua han convertido a la biocatalisis en una
herramienta esencial en el area de la quimica de sintesis.

Dentro de la amplia diversidad de enzimas existentes en la naturaleza, las
lipasas han demostrado de manera contundente su compatibilidad con procesos
de sintesis quimica. En efecto, se ha confirmado que estas proteinas ademas de
contar con las caracteristicas generales que poseen la mayoria de las enzimas,
pueden catalizar reacciones en sistemas practicamente anhidros, lo cual ofrece
una amplia gama de posibilidades en la aplicacion de estas enzimas. Entre estas
posibilidades alternas destaca la sintesis de amidas a partir de acidos grasos y
aminas primarias o secundarias de manera muy eficiente. Frecuentemente, en la
literatura se ha argumentado que esto es posible debido a que las lipasas tienen
poca o nula actividad amidasa.

El proceso inverso que implica la obtencion de una amina y un acido graso
a partir de la hidrélisis de la amida correspondiente es un método que desde el
punto de vista quimico implica condiciones drasticas de reaccioén, tales como
temperatura (T>100 °C), y pH (9<pH<2). Es evidente que un proceso que pueda
llevarse a cabo en condiciones cercanas a la neutralidad y a temperaturas
inferiores a los 60°C resulta por demas atractivo.

Una amida natural de gran interés en la industria de alimentos es la
capsaicina. Este compuesto es el principal responsable de la pungencia en los
chiles. De las caracteristicas estructurales de los capsaicinoides, a las cuales se
les han atribuido el efecto pungente, destacan: un enlace amida, una cadena
hidrofébica y un anillo vainilloide.

Con el objetivo de eliminar la pungencia de la capsaicina, en nuestro grupo
de trabajo se llevo a cabo la hidrélisis de esta molécula por medio de una lipasa
(lipasa B de Candida antarctica inmovilizada a 70 °C y a un pH = 7). En ese

trabajo se demostré que la hidrélisis enzimatica de una amida utilizando una lipasa
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como catalizador es un proceso que puede ser modulado mediante la seleccion
adecuada del componente acilo presente en la molécula y que puede llevarse a
cabo en condiciones de reaccion poco agresivas. Basandonos en estas
consideraciones, en este proyecto se propone estudiar, en detalle, las
caracteristicas estructurales de las amidas susceptibles a ser hidrolizadas
enzimaticamente, asi como las condiciones del medio de reacciéon que favorecen
la transformacion enzimatica de estos compuestos. En el estudio se hace un
énfasis particular en el establecimiento de las caracteristicas estructurales del
sustrato, las condiciones del medio de reaccién y la concentracion de sustrato que
determinan la mayor eficiencia de la lipasa en la hidrélisis de amidas.



ANTECEDENTES

1. ANTECEDENTES.

1.1. Amidas.

1.1.1. Importancia, quimica y funcion.

La importancia de este grupo funcional en el ambito de la quimica organica
o de la bioguimica, se debe en gran manera, a la alta estabilidad quimica que
confiere a las moléculas que lo contienen, ejemplo de ello son las proteinas (Fig.

1).
g, Q.

7

Figura1. Representaciéon de un pentapéptido (Ser-Gly-Cys-Ala-Gly). Los recuadros

muestran los enlaces peptidicos (amidas) del polipéptido. En blanco se representan los
atomos de carbono, en azul los de nitrégeno, en rojo los de oxigeno, en gris los
hidrégenos y en amarillo los atomos de azufre. La relacién entre colores y atomos es la

misma en las figuras subsecuentes

La estabilidad del enlace amida estd dada principalmente por su arreglo
espacial en el que la parte de la molécula que rodea al carbonilo es plana, es
decir, el oxigeno, el carbonilo, y los dos atomos unidos a este ultimo (N y C en el
caso de las amidas) se hallan en un mismo plano (Fig. 2). En consecuencia, y
aunado a la alta capacidad de este grupo funcional para formar puentes de
hidrogeno, las amidas tienen puntos de fusion y ebullicion muy elevados
comparadas con sus ésteres, cloruros y anhidros analogos (Morrison RT, et al.
1998).
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L

Figura 2. Amida en la que se muestra el plano que forma el carbono carbonilo con los
dos atomos adyacentes.

El grupo funcional amida esta presente en moléculas de interés industrial
tales como las amidas de acidos grasos, las cuales debido a su estabilidad
quimica son utilizadas en la industria de los lubricantes y surfactantes. Un area de
aplicacion importante de las amidas es la industria farmacéutica, en donde este
grupo esta presente en el 50% de los farmacos sintéticos, el 10% de los farmacos
naturales (descartando los compuestos proteicos) y el 40% de los farmacos en
desarrollo (40%) (Henkel T., et al. 2004).

La poca reactividad de las amidas resulta ser una ventaja cuando se trata
de estabilizar moléculas; sin embargo, cuando en un proceso especifico se
requiere la hidrélisis de estos compuestos, la tarea se vuelve complicada (Fig. 3).
Tal es el caso de la obtencién de aminas quirales a partir de amidas proquirales, o
viceversa, en la que la hidrélisis quimica de estas moléculas es un proceso que
consta de varias etapas, es poco selectivo y se obtienen bajos rendimientos (de
Castro M. S., et al. 1998; Morrison RT, et al. 1998; Ohrner N., et al. 1996).
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Figura 3. Proceso de obtencion de aminas o amidas quirales a partir de amidas o
aminas proquirales, respectivamente. 3.1) Esquema del método de tres pasos
desarrollado por Burk y colaboradores en donde se muestra la sintesis de amidas
dpticamente activas mediante la hidrogenacion enantioselectiva con Rh’/DuPHOS (01).
3.2) Resoluciéon de aminas desarrollada por Slovanis y col. en donde la hidrogenacion
asimétrica catalitica de E en presencia del sistema catalitico Rh'josiphos (02) resulta en
la formacion de fosfoamidas oOpticamente activas de las que obtienen las aminas

correspondientes por hidrdlisis acida (Breuer M., et al. 2004).
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De manera general, la hidrolisis de amidas es una reaccion complicada
desde el punto de vista electronico debido a la resonancia que genera el atomo de
nitrdgeno con el grupo carbonilo vecinal. En otras palabras, el nitrégeno genera
una disminucion del dipolo parcial del carbonilo provocando que estos derivados

nucleofilicos (Fig. 4).

de acilo menos polarizados, sean atacados con menor facilidad por agentes
(&
\ i
\‘-‘.,

£ e

Figura4. Representacion de una a) amida y b) éster. En a) el dipolo esta disminuido

debido a la resonancia que se genera entre el atomo de nitrégeno y el carbonilo y en b)

se representa un dipolo normal.

La hidroélisis acida o alcalina de amidas, para formar acidos carboxilicos y
aminas, ocurre en dos pasos: la adicién del nucledfilo (paso limitante en la
velocidad de reaccion) y la eliminacién del grupo saliente (Fig. 5). La reaccion se
ve favorecida por cualquier factor que haga al grupo carbonilo mas susceptible al
ataque. Tanto los factores estéricos como los electrénicos son importantes en su
influencia sobre la reactividad. Una consecuencia importante de las diferentes
reactividades del carbonilo es que suele ser posible transformar un derivado de
acido mas reactivo en uno menos reactivo, por lo cual, no es facil convertir amidas
en ésteres, anhidridos o cloruros de acido. Todo lo anterior hace que los procesos
quimicos de hidrélisis de amidas se lleven acabo en condiciones drasticas tanto de
temperatura (T> 200 °C) como de pH (2<pH<11).
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1.1.2. Sintesis enzimatica de amidas.

Quimicamente las amidas se obtienen mediante la reaccién entre amoniaco
o0 aminas y cloruros o anhidridos de acidos e industrialmente suelen prepararse
por calentamiento de las sales de amonio de acidos carboxilicos. El procedimiento
quimico mas comun es a través de reacciones conocidas como reacciones de
Schotten-Baumann (Morrison RT, et al. 1998).

Una alternativa reciente al proceso quimico es la sintesis de amidas
utilizando enzimas como catalizadores, lo cual presenta varias ventajas entre las
que destacan:

e El uso de condiciones suaves, temperaturas cercanas a la ambiental
y presiones atmosféricas.
e Las enzimas son enantio, regio y quimioselectivas

e La posibilidad de recuperar y reciclar el catalizador

Se ha reportado el uso de varias enzimas hidroliticas en la sintesis de
amidas. Por ejemplo, algunas amidasas y proteasas se han aplicado en la sintesis
de amidas, tal es el caso de la penicilin acilasa de A. faecalis, que en medio
acuoso, utilizando como donador de acilo a la fenilacetamida, ha resuelto mezclas
racémicas de aminas mediante una reaccion de transaminacion (van Langen L.
M., et al. 2000). Sin embargo, las desventajas al utilizar estas enzimas son el bajo
rendimiento de la reaccion y la poca estabilidad de la enzima en medios de
reaccion organicos, ademas de la preferencia de la enzima es por un numero
reducido de sustratos, particularmente aminoacidos (van Holde KE., et al. 2000) y
derivados de penicilina (Shewale J. G, et al. 1987; Shewale J. G., et al. 1989). Un
numero importante de lipasas ha sido utilizado para la sintesis de amidas. Por
ejemplo, en la sintesis de surfactantes condensados a partir de diferentes aminas
tales como la taurina y la N-metil-glucamina y diferentes donadores de acilo como
el etil lactato, el acido decandico y el acido oleico, en un medio de reaccién como
el 2-metil-2-butanol, se han alcanzando conversiones cercanas al 97% (Kawamoto
T., et al. 1999; Maugard T., et al. 1997b; Maugard T., et al. 1997a; Slotema W. F.,

et al. 2003). Asi mismo, en la sintesis de amidas con estas enzimas se ha
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explorado la enantio (de Castro M. S., et al. 1998; de Castro M. S., et al. 2000;
Gotor V.1999), la regio (Adamczyk M., et al. 1999) y la quimioselectividad (Esq. 1)
(Reyes-Duarte D., et al. 2002). Los trabajos anteriores han demostrado
ampliamente que las lipasas son biocatalizadores de gran utilidad en la sintesis de
amidas debido a que: 1) son estables en distintos medios de reaccion, 2) aceptan

una amplia gama de sustratos y 3) poseen alta regio, quimio y enantioselectividad.

1.1.3. Hidrdlisis quimica de amidas.

Antes de hablar de la hidrélisis quimica de amidas, es preciso recordar que
los procesos de transformaciones quimicas, requieren de muchas etapas previas,
por ejemplo, la proteccion y desproteccién de grupos funcionales que pudieran
llevar a cabo reacciones secundarias no deseadas, o bien, la posible
descomposicion de grupos funcionales altamente reactivos como consecuencia de
las severas condiciones a las que suelen llevarse a cabo las reacciones quimicas.

Sin considerar las etapas previas como las que se mencionan
anteriormente, quimicamente, las amidas sufren hidrdlisis al calentarse con acidos
o bases, generando como productos aminas o amoniaco y acido carboxilico. Esta
reaccion es tipica de los derivados de acidos carboxilicos e implica un ataque
nucleofilico, en donde se remplaza el grupo amina por un grupo hidroxilo. De
manera detallada, en condiciones acidas (pH<2), la reaccion se lleva a cabo en
varios pasos. En el primer paso de la reacciéon, el oxigeno del carbonilo es
protonado mientras que las moléculas de agua en este paso no forman parte de la
reaccion actuando solo como solvente. El segundq paso de la reaccion es el
ataque nucleofilico de una molécula de agua sobre el carbonilo, siendo este el
paso limitante en la reaccion (Fig. 5) (Zahn D. 2004b). Por el contrario, en
condiciones alcalinas (pH>10), la hidrdlisis implica el ataque del ion hidréxido,
fuertemente nucleofilico sobre la amida; al igual que en la hidrdlisis acida, este es
el paso limitante de la reaccion (Fig. 5) (Zahn D. 2004a).

Basandose en estas consideraciones, la propuesta del uso de enzimas para

llevar a cabo esta reaccion presenta varias ventajas.
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Hidrélisis acida

NH, NH, OH
H+ t,' H20
H,C H,e— NH, * HC
o OH 0

Hidrdlisis basica

NH, NH, o
HO' . H0 "
H,C H,C o NH, * HsC
0

o OH

Figura 5. Hidrdlisis acida y basica de amidas.

1.1.4. Hidrolisis enzimatica de amidas.

La hidrélisis enzimatica de amidas es generalmente catalizada por
proteasas y/o amidasas; sin embargo, y de manera similar a los procesos de
sintesis enzimatica de estos compuestos, muchas de estas proteinas son
altamente especificas con relacion a los sustratos que fragmentan, en su mayoria
aminoacidos (van Holde KE., et al. 2000). Contrario a las proteasas que presentan
preferencialmente actividad amidasa o esterasa, se ha demostrado que las lipasas
son enzimas capaces de sintetizar una gran variedad de ésteres y amidas,
reportandose que poseen poca o nula actividad amidasa (de Castro M. S., et al.
1998; Maruyama T., et al. 2003).

Sin embargo y contrario a esta idea generalizada, se ha demostrado, in
vivo, que existen complejos enzimaticos, ricos en lipasas y esterasas capaces de
hidrolizar amidas. Tal es el caso del metabolismo de degradacion de la amida
capsaicina en el organismo de ratas. Dicho proceso inicia con la hidrdlisis del
enlace amida por medio de un “complejo hidrolitico de capsaicina” (CAP) (Park Y.
H., et al. 1994), en el cual se han clasificado a las enzimas que participan en él
como carboxilesterasas (3.1.1.1.).

Recientemente, nuestro grupo de investigacion reportd por primera vez la
hidrélisis de la capsaicina in vitro mediante el uso de una lipasa (Duarte D. R., et

al. 2000). Dicha reaccion consistié en la fusion del sustrato (capsaicina) en una
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fase acuosa a 70 °C en presencia de la lipasa B de C. antarctica inmovilizada en
un soporte acrilico (Novozym 435). Para explicar este fendmeno, se propuso que
la formacion del complejo acil-lipasa (caracteristico del mecanismo de las serin-
hidrolasas) se ve favorecido por la naturaleza del residuo acilo (C9:6) de la
capsaicina, lo que facilita en una segunda etapa el ataque nucleofilico del agua
(Fig. 10).

Este trabajo demostré que la reaccion enzimatica de hidrdlisis de amidas,
contrario a la hidrélisis quimica, no requiere condiciones extremas, y nos permite
suponer que encontrando las condiciones adecuadas, in vitro, las lipasas pueden

llevar a cabo esta catalisis.

1.1.5. Capsaicinoides.

Los capsaicinoides son los compuestos responsables del efecto pungente
en los chiles. Estos compuestos se sintetizan en las glandulas secretoras del tejido
placentario del fruto de las plantas del género Capsicum annuum y posteriormente
son difundidos a las semillas en donde se conserva la mayor parte de ellos.

Los principales capsaicinoides que se encuentran en la oleorresina de los
chiles son la capsaicina 70%, la dihidrocapsaicina (22%) y otros tres en menor
proporcion, la norhidrocapsaicina, la homocapsaicina y la homodihidrocapsaicina
(DeWitt D. 2002). De todos estos compuestos la capsaicina es el capsaicinoide

mas pungente (Tabla 1).
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Tabla 1.  Estructura y pungencia en U. Scoville de los capsaicinoides.

Pungencia
Compuesto Estructura .
(U. Scoville )
o]
CH
NHW\r 3
Capsaicina 16,000,000
CHy
HO
OMe
o]

CH

NHJ\/\/\/\r 3
Dihidrocapsaicina 9 16,000,000

HO .
OMe
0 CH,
NHJ\/\/\)\CHg
Nordihidrocapsaicina 9,100,00
HO
OMe

0 CH

Homocapsaicina 8,600,000

HO

/Q/\NHJK/\/\/\\\/‘\CHS

o] CHj
NHWCHs
Homodihidrocapsaicina 8,600,000
HO

OMe
OMe

1.1.5.1. Caracteristicas estructurales y su relacion con la pungencia.

Los capsaicinoides presentan tres regiones importantes desde el punto de
vista de la pungencia, a) el anillo vainilloide, b) el enlace amida y c) el residuo acilo
o cadena hidrofébica.

" Escala arbitraria para la cuantificacion de la pungencia (1 ppm equivale a 15 U. Scoville)
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Basados en la estructura de la capsaicina y por ser el compuesto natural
mas pungente, Szolcsanyi y Jancsé-Gabor propusieron un modelo para el
estimulo de los receptores de capsaicinoides en los nervios sensitivos. Dicha
propuesta visualiza la union de 5 sitios de la molécula: 1) la unién de la molécula
por medio del atomo de hidrogeno del 4-hidroxilo, 2) la unién del hidrégeno del
grupo amino en forma electronegativa, provocando que, 3) el oxigeno del grupo
carbonilo se una electropositivamente, y ademas que 4) y 5) las areas apolares,
tanto de la cadena hidrofébica como la del anillo, se unan mediante fuerzas de
Van der Waals.

4 5

Ol
i~

Figura 6. Zonas de interaccién entre la capsaicina y su receptor.

Este modelo explica algunos puntos importantes como son:

e La capsaicina, sus homélogos y estructuras analogas que poseen la
estructura 6ptima para unirse a los sitios de estimulo de este modelo
receptor, pueden inducir alguna o las 3 respuestas basicas:
pungencia, dolor e insensibilizacion.

e Existe una longitud ideal de la cadena que se adapta al modelo
receptor.

e Los compuestos que carezcan de uno de los grupos de unién, por
consiguiente, tendran menor afinidad por los receptores.

10
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A partir de estas interacciones se desprende que moléculas analogas
pudieran tener un poder pungente igual o superior al de los compuestos naturales
(Janusz J. M., et al. 1993).

1.1.5.2. Cuantificacion sensorial de la pungencia.

El primer sintoma por el consumo de capsaicina es la sensacion de calor
como estimulo de la pungencia o picor. Debido a esto se han desarrollado
tecnicas sensoriales de cuantificacion de los capsaicinoides; sin embargo, estas
técnicas no son de gran precision a pesar de que son herramientas importantes
para el anadlisis. La técnica tradicional disefiada por W. Scoville, consiste en
entrenar a un panel de jueces capaces de detectar concentraciones bajas de
capsaicina. El principio de esta técnica se basa en la capacidad de los jueces para
detectar los primeros indicios de pungencia en soluciones diluidas de capsaicina
(umbral de deteccidn) adaptando esta capacidad a una escala arbitraria llamada
escala de unidades Scoville (1 ppm equivale a 15 unidades Scoville). Esta técnica
ha sido corroborada por medio de andlisis realizados en cromatografia de gases;
sin embargo este método esta basado en el tamafo e hidrofobicidad de la cadena
alifatica, lo que limita a que compuestos analogos puedan cuantificarse. Otro
método similar es el de Gillette, que consiste en evaluar la pungencia mediante un
panel formado por jueces entrenados, limitados a evaluar solo dos muestras por
sesion (Bellringer M. 2004).

1.2. Lipasas.

Las lipasas son enzimas pertenecientes al grupo de las hidrolasas, las
cuales tienen como reaccion natural la hidrélisis de ésteres del glicerol (E.C.
3.1.1.3). También se conocen como acil-glicerolasas, acil hidrolasas o

triacilglicerol hidrolasas.

11



ANTECEDENTES

1.2.1. Caracteristicas generales.

Las lipasas son enzimas que se pueden encontrar en microorganismos,

plantas y animales. Comercialmente en su mayoria son de origen microbiano:

hongos, bacterias y levaduras (Tabla 2).

Tabla2. Lipasas comerciales y su origen microbiano.

Distribuidor

Origen de la lipasa

Amano Pharmaceutical Co.,
Nagoya, Japén www.amano-

enzyme.co.jp

Asepergillus niger, C. rugosa, C. lipolytica, G.
candidum, H. lanuginosa, M. javanicus,
Penicillium sp., P. roquefortii, esterase de
pancreas de puerco, P. fluorescens, R. delmar, R.

javanicus, R. niveus

Biocatalysts, Pontypridd,
Wales, R.U.

www.biocatalysts.com

Lipomod AC, Lipomod RD, Animal, C. lipolytica,
Ch. Viscosum, G. candidum, H. lanuginosa, M.
javanicus, M. miehei, P. cyclopium, P. roquefortii,
P. fluorescens, R. delmar, R. javanicus, R.

japonicus

Biocon India, Bangalore, India

www.biocon.com

Lipasa para industrias de cuero y detergentes,
Biolipase conc., Lipase FAP, Pregastric esterasa,

Lipoprotein lipase, Biolipase A

Boehringer Mannheim,
Penzberg, Alemania
www.roche.com/diagnostics

C. rugosa, C. Antarctica, Ch. viscosum, G.
candidum, H. lanuginosa, M. javanicus, M. miehei,
P. cyclopium, P. roquefortii, Porcine pancreas,
Pseudomonas, P. fluorescens, R. delmar, R.

javanicus, R. japonicus

Novozymes A/S, Novo Nordisk,
Bagsvaerd, Dinamarca

www.novozymes.com

Lipolase (lipasa para detergente), y lipasas de

diversos origenes

Diversa Corp., San Diego, CA,
E.U. www.diversa.com

Lipasa para detergente, y otras lipasas

12
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Lipasas comerciales y su origen microbiano

Distribuidor

Origen de la lipasa

Thermogen Inc., Woodridge, IL,

E.U. www.thermogen.com

ThermoCat, Quick Screen, Esterasa kits

Biocatalytics Inc., Pasadena,
CA E.U.
www.biocatalytics.com

Varias lipasas, SALT-enzymas inmovilizadas

Juelich Enzyme Products
GMBH, Wiesbaden, Alemania

www.juelichenzyme.com

Varias lipasas y esterasas, Rhodotorula
pilimanae, R. arrhizus, Pig liver esterase, R.

niveus, C. rugosa

Sigma-Aldrich-Fluka

www.sigma-aldrich.com

Lipasa de pancreas de puerco, C. lipolytica, M.
javanicus, P. roquefortii, R. arrhizus, R. nieveus,

C. rugosa

Genzyme Biochemicals,
Springfield Mill, Kent, R.U.

www.genzyme.com

Ch. viscosum, Lipoprotein lipase, C. rugosa,

Pseudomonas sp.

Gisst-Brocades, Delf, Holanda

www.gist-brocades.nl

M. miehei, R. arrhizus, Picantaza

Enzyme business of GB
adquirido por Genencor

www.genencor.com

Lipomax, Lumafast (lipasas p/ detergentes)

Hoechst, Frankfurt, Alemania

www.aventis.com

Pancreatin

Nagase & Co. Ltd., Ohama,
Japon http://www.nagase.co.jp

Rhizopus

Merck, Darmstadt, Alemania

www.merck.com

Lipasa de pancreas de puerco

Roehm, Darmstadt, Alemania

www.roehm.de

Aspergillus oryzae, A. niger, B. subtilis,

Pancreas

(Krishna S. H., et al. 2002)

13
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Con base en la regioselectividad que muestran al hidrolizar triglicéridos, las

lipasas pueden clasificarse en tres grupos distintos (Fig. 7).

1. Existen aquellas lipasas que no hidrolizan la posicién 2, pero que son
capaces de anclarse en los extremos de los triglicéridos, y por ellos
se conocen como 1,3-especificas, un ejemplo de este grupo es la
lipasa B de C. antarctica que tiene gran estereocespecificidad y
preferencia por la posicién sn-3.

2. Otro grupo es el de las no-especificas, las cuales pueden hidrolizar
tanto ésteres primarios como secundarios.

3. El tercer grupo se compone por lipasas no-especificas pero que si
muestran preferencia por acidos grasos de cierto tipo (Krishna S. H.,

et al. 2002).

O

Il
1(sn-1) H,c—O0—C—R;

O
[l

3 (sn-3) H,C—O

Figura7. Representacion de un triglicérido en donde se muestran las tres diferentes
posiciones en las que puede hidrolizar la lipasa y dependiendo de ello la clasificacion

regioselectiva de la enzima.

Otra caracteristica de las lipasas es que pueden ser especificas en cuanto
al tamano de cadena del acido graso (Jensen R. G., et al. 1983).

Entre las grandes ventajas que ofrecen las lipasas destaca su amplio rango
de especificidad por los sustratos, es decir, aceptan como sustratos una gran
gama de compuestos y ademas, pueden ser utilizadas en una variedad de medios
organicos. Esta compatibilidad con diferentes medios de reaccion hace que las
lipasas amplien su potencial catalitico, ya que ademas de hidrolizar triglicéridos,
como se detalla mas adelante, son capaces de catalizar la sintesis de una gran

variedad de compuestos.

14
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A pesar de que las lipasas pueden hidrolizar y sintetizar ésteres de acidos
carboxilicos como las proteasas y esterasas, el mecanismo de reaccién difiere en
el hecho de que las proteasas muestran especificidad por amino acidos o
moléculas analogas, en cambio las esterasas muestran una preferencia clara por
esteres de cadenas hidrofdbicas cortas, solubles en agua, mientras que las
lipasas, prefieren grupos acilo de hidrofébicos (cadenas > C8). Las lipasas pueden
hidrolizar el compuesto p-nitrofenil palmitato, mientras que las esterasas no,
siendo esta caracteristica una de las maneras mas comunes que permiten

distinguir entre una lipasa y una esterasa.

Esquema 1. Ejemplos de la selectividad de las lipasas.

Estereoselectividad: Resolucion de aminas y ésteres quirales por medio de distintas lipasas (de Castro M.

S., etal. 1998).
CH, CH,
H3C\*{(O\/CH3 ¥ HzN/\O H3C\/J'\”/NH
o o}
(R, S) (Ro S)
CHs
Ha o CHs
"\/\n/ N . HN H,C N
I \/Y
o) CH,
(R, S) (R)
Regioselectividad: Hidrélisis de ésteres utilizando una lipasa sn-1,3 (Schmid R. D., et al. 1998).
Oleato  Qleato Oleato OH OH OH
Oléico + Oléico +
Miristato Miristato Miristato
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Continuacién esquema 2. Ejemplos de la selectividad de las lipasas.

Quimioselectividad: Sintesis de amida, éster o ambos a partir del compuesto N-metil-glucamina (Maugard
T., et al. 1998).

0
)“\ (CHz)3 _NHCH
CHg(CHIn o/\l/ ge N,
(CHnCHz o § OH

0 |
2&“‘/“\[(

OH HOCH , (CH
0]

HOCH,_  _(CHp)3 _NHCH; + HO

(CH)NCH 4

OH

1.2.2. Caracteristicas estructurales.

La mayoria de las lipasas son extracelulares y tienen un peso molecular
entre 20 y 60 kDa. La estructura primaria de varias lipasas ha sido determinada y
de ellas sabemos que el numero de amino acidos esta en el rango de 270 a 641.

Las lipasas tienen una unica estructura terciaria que expone al sitio
catalitico solo en presencia de una fase lipidica insoluble (interfase agua-aceite) o
en un medio organico, fenémeno que se conoce como activacion interfacial. Lo
anterior es una de las ventajas de las lipasas frente a las esterasas ya que estas
ultimas solo actuan con sustratos solubles. La gran estabilidad de las lipasas en
solventes organicos esta intimamente relacionada con sus caracteristicas
estructurales y en particular, con la gran cantidad de amino acidos hidrofébicos
que expone cuando el sitio activo se vuelve accesible, permitiendo asi que la
regién de unién a la interfase se convierta en una zona mas apolar (Verger R.
1997).

Basandonos en el sitio activo, las lipasas han sido clasificadas como serin
hidrolasas. Dentro de sus caracteristicas estructurales se incluye un plegamiento
o/p hidrolasa (compuesto por un “core” de hebras  rodeado por hélices o, tipico
de numerosas hidrolasas) y una triada catalitica que se compone de una serina
nucleofilica, un aspartato o glutamato unido por un puente de hidrégeno a una
histidina (Fig. 8).

16
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Figura 8. Representacion del sitio activo o triada catalitica (serina nucleofilica, histidina
y acido aspartico) y de los puentes de hidrogeno que estabilizan el mismo. En gris los
atomos de carbonos, en azul los nitrégenos y en rojo los oxigenos.

Se han identificado cuatro bolsas o agujeros en donde se une el sustrato:
un oxianién y dependiendo de la posicién (sn-1, -2 o -3), tres bolsas en donde se
acomoda el acido graso del triglicérido. También poseen, en la mayoria de los
casos, una tapa formada por una a-hélice que cubre el sitio activo, la cual es la
responsable de la activacion interfacial (Fig. 9). Sin embargo, existen lipasas que a
pesar de poseer esta tapa, no exhiben el fenémeno de activacion interfacial debido
a que siempre esta en su forma abierta, tal es el caso de la lipasa de P. glumae, P.
aeruginosa y C. antarctica B (Krishna S. H., et al. 2002). La hélice mévil (a5) de
estas enzimas, mas que funcionar como tapa, puede verse como parte de la
superficie enlazante (ancla) a lipidos, sujetando a la lipasa en la interfase agua /
lipido (Otto R. T., et al. 2000; Verger R. 1997).
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Figura 9. Lipasa de Mucor miehei vista desde arriba. En A y C se muestra la estructura
de la lipasa cerrada por el loop (hélice a5) y en las figuras B y D se muestra al sitio activo

(amarillo) expuesto. En azul zonas hidrofébicas y en rojo zonas hidrofilicas.

1.2.3. Mecanismo cinético.

Al igual que las serin proteasas, las lipasas, cuentan con tres amino acidos
responsables de la catdlisis: una serina que actia como nucledfilo y un acido
glutamico o aspartico unido por puente de hidrégeno a una histidina; estos tres
amino acidos conforman lo que se conoce como la triada catalitica (Schmid R. D.,
et al. 1998).
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El comportamiento catalitico de las lipasas se ajusta al modelo de tipo Ping
Pong Bi Bi (Fig. 10) (Chulalaksananukul W., et al. 1992), y quimicamente equivale
a una reaccion de sustitucion nucleofilica bimolecular (Sn2) (Bentley T. W., et al.
1996). El mecanismo del modelo de Ping Pong Bi Bi es aquel en el cual se
produce un producto entre la adicién de dos sustratos; en otras palabras, la
secuencia de la reaccion es la entrada de un primer sustrato y la salida de un
primer producto, seguida de la adicion de un segundo sustrato y la salida del

ultimo producto (Segel |. H. 1975).

S1
Jo
E

K, ke

ES,

k_2 k-s
Figura 10. Mecanismo Ping Pong Bi Bi. En donde, en el caso de hidrdlisis de ésteres, E
es la enzima, el primer sustrato (S1) es el éster, el primer producto (P1) es un alcohol, el

segundo sustrato (S2) es agua y el ultimo producto (P2) es el acido carboxilico.

El mecanismo de la reaccion comienza cuando la serina nucleofilica es
activada por los residuos histidina y acido aspartico o glutamico a través de una
transferencia de protones entre ellos, permitiendo asi que la serina activada actue
como nucledfilo atacando al sustrato en el grupo carbonilo, formando un
intermediario tetraédrico (Schmid R. D., et al. 1998). Este intermediario es
estabilizado por amino acidos vecinos del agujero oxianion. En el caso de la
hidrélisis de ésteres por medio de lipasas (Fig. 11), después la activacion de la
serina, la histidina dona un protén al grupo saliente (XH), componente del éster (S;
Fig. 10, R{COX Fig. 11), del cual se forma el alcohol (P Fig. 10, XH Fig. 11). El
intermediario covalente que se forma (serina-sustrato) se conoce como complejo
acil-enzima (E’ Fig. 10, R{O-O-Ser Fig. 11).

El agua (S. Fig. 10, R,OH Fig. 11), es activada por el residuo histidina, el
cual retoma el protén que habia donado en la primer etapa y el ién hidroxilo

resultante actua como nucledfilo, atacando al carbono carbonilo del complejo acil-

19



ANTECEDENTES

enzima. Al realizarse el ataque nucleofilico del segundo sustrato se forma un
nuevo intermediario tetraédrico estabilizado por el agujero oxianiéon, e
inmediatamente, el protén tomado por la histidina retoma a la serina rompiendo asi
el complejo acil-enzima liberando de esta manera, al acido carboxilico (P, Fig. 10,

R1COOR: Fig. 11), y regresando a la enzima en su estado original.

Ser i Ser 5

OH _—
== R,COX
N/\NH—— = < % OH*N/" AN
)“‘\"“-/ i \_) )\/ =
His 0:< R, :<
Asp

Ser Ser

T~
3
T
5
2
J

e
NH — A
— 0 N — OH
Ry )‘““\M/ < R, OR2 - )
. 0 0
Asp

Asp

Figura11. En A el sitio activo de la enzima esta en su estado basal. En B, con la
entrada del sustrato al sitio activo se produce la migraciéon del proton tal que la serina
gueda activada, seguido de la formacion del complejo acil-enzima en C y por ultimo, en
D, el segundo sustrato efectiia un ataque nucleofilico que desencadena el regreso del
protdn regresando asi a la conformacion basal del sitio activo (A). En la hidrolisis del metil
oleato por ejemplo R,COX = metil oleato en donde R, = acido oleico, X = Omet, XH =
metanol, R, = H, R{COOR; = acido oleico libre.

El segundo sustrato es el que define el tipo de reaccion, si es una amina, la
reaccion se conoce como amindlisis, Si es amoniaco, entonces la reaccion es una

amonidlisis, si es un alcohol es alcoholisis, si es un tiol es tidlisis, etc (Fig. 12).
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Sintesis e hidrélisis

Sintesis

(0] / H,O 0]
R\/lk + CHOH = ~ H\)-I\ CH,4
e \ o~

H,0 Hidrélisis
Transesterificacion
Aciddlisis
(0] (0] (@] (0]
H1\)-,\ CHy + Hg\)-l\ _ Rz\)j\ CH; + 91\)]\
0/ OH O/ OH
Alcohodlisis

0o o]
H|\)J\ /CH:; + CHSCHQOH —_—— H1\)k /CH2CH3 + CH3OH
©) 0

Interesterificacion

o (0] (o] o)
Fh\)k * Rz\)l\ Fh\)l\ ¥ RE\)J\
OCH34 OCH,CH, OCH,CH4 OCH4

Tiolisis
(0] o]
91\* - CH3CH,SH e H,\)J\ + CH4OH
OCH3 SCH,CH,
Amoniodlisis
(0] 0]
R\)\ /CH3 + NH3 e R\)-I\ * CH4;OH
(0] NH,

Aminolisis

o) o)
H\)I\ _CHy  + CHaCHyNH, —————— R\)k & CH4OH
(0 NHCH ,CH,

Figura 12. Reacciones catalizadas por lipasas, en donde el segundo sustrato es el que
define el tipo de reaccion.
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1.3. Sustratos utilizados en la sintesis de amidas por medio de lipasas.

1.3.1. Donadores de acilo.

Como lo enfatiza Verger (Schmid R. D., et al. 1998), las lipasas pueden ser
redefinidas como carboxil-esterasas que catalizan la hidrélisis o sintesis de acil-
gliceroles de cadena larga, y aunque el término cadena larga no esta bien definido
podemos decir que a este grupo pertenecen los residuos acilo con una longitud de
cadena de diez o mas carbonos. Debe aclararse que no por ello las lipasas no
sean capaces de hidrolizar o sintetizar moléculas con residuos acilo de menor
numero de carbonos, aunque de manera menos eficiente.

La eleccion del donador de acilo es una premisa esencial en las reacciones
de sintesis por medio de lipasas y es crucial conocer tanto la reactividad del
donador, como la afinidad de la enzima por el sustrato. Para evitar la reversibilidad
de la reaccion, varios donadores de acilo pueden ser candidatos para la sintesis
de amidas, como es el caso de ésteres activados, vinil ésteres, anhidridos,
tioésteres, entre otros. Sin embargo, todos los donadores antes mencionados no
pueden ser utilizados en la sintesis de amidas por medio de lipasas, debido a la
alta nucleofilicidad de las aminas, lo que provoca una reaccién espontanea de
estos donadores. Por todo lo anterior, y a diferencia de la sintesis de ésteres, en la

sintesis de amidas es preferible el uso de metil o etil ésteres (Fig. 13) (Gotor V.

1999).
R 0] R (@]
1 \H/ \/\Rg 1 T]/ \F{Q
(@] O

Vinil éster Metil o etil éster
R, 0 R S
T ™ 1™
o) o) O

Anhidridos Tioéster

Figura 13. Donadores de acilo activados utilizados en la biocatalisis.
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Adamczyk y col. (Adamczyk M., et al. 1999) comparan la amidacién de
monoésteres con “linkers oxigenados” contra sus analogos alifaticos (Tabla 3).
Ellos observan que en la amidacién por medio de lipasas, los ésteres con “linkers
oxigenados” aumentan la reactividad (97% de conversién a las 24 h), comparada
con los ésteres alifaticos (31% conversion a las 24 h) y concluyen que la
preferencia de la lipasa por los ésteres con “linkers oxigenados” en esta reaccion,
se debe a que el efecto inductivo del oxigeno vecinal vuelve al grupo carbonilo del

éster mas electrofilico, lo que favorece el ataque nucleofilico de la amina.

Tabla3. En la amidacion de la reaccion A), el éster no tiene el “linker oxigenado”, en
cambio, en la reaccién B) el sustrato si tiene dicho “linker” y como se puede observar en

los porcentajes de conversion esto acelera la reaccion.

% Conversion
Sustrato Producto 24h |48h | 168h
0
o)
. 31 |49 | 78
OBn
A)
Ph
OBn o)
P o
o T N | 97 | 99| 99
B)
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1.3.2. Agentes nucleofilicos.

En general, en la sintesis quimica es muy importante el nucledfilo que se
utiliza, ya que la velocidad inicial de la reaccién depende del poder nucleofilico del
sustrato. En el caso de la sintesis enzimatica no siempre es asi, se ha reportado el
uso de tres diferentes tipos de nucledfilos, encontrandose que la velocidad inicial
de reaccion con el complejo acil-enzima no corresponde al poder nucleofilico de
los sustratos para la sintesis enzimatica de amidas, tioésteres y ésteres (Ohrner
N., et al. 1996). Los autores atribuyen esta falta de correlacion a la velocidad de
transferencia del protén del nucleéfilo a la histidina de la triada catalitica durante el
ataque nucleofilico al complejo acil-enzima; la cual, parece ser menor para la
amina que la correspondiente al alcohol.

En contraposicion, apoyando las teorias de la quimica organica, esta el
grupo de Kawamoto y col. (Kawamoto T., et al. 1999), quienes comparan dos
sustratos analogos en estructura con diferente poder nucleofilico en la sintesis de
amidas (Fig. 14). Los autores concluyen que efectivamente es el alto poder basico

o nucleofilico el que incrementa la velocidad inicial de sintesis.

Figura 14. Del lado izquierdo se muestra el compuesto (aminometil)trimetilsilano y a la
derecha su analogo de carbono. Aunado al efecto del mayor poder nucleofilico del
compuesto con silicio (pKa = 11.2) contra su analogo de carbén (pKa = 10.3), los autores
sugieren que también el (aminometil)trimetilsilano esta estéricamente menos impedido, lo
que favorece el ataque nucleofilico. En blanco los atomos de carbono, en gris los

hidrégenos, en azul el nitrégeno y en amarillo el silicio.
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Otro punto importante de este rubro es el volumen del grupo aceptor o
nucledfilo y se ha observado que hasta cierto limite este no es un impedimento
para llevar a cabo la reaccion. Tal es el caso de la condensacion del acido oleico y
la glucamina o por ejemplo, la sintesis de ésteres de vitaminas a partir del retinol,
siendo este grupo de un tamafno considerable (Maugard T., et al. 1997b; Maugard
T., et al. 2000). Por otro lado, Maugard y col. estudiaron la quimioselectividad de la
lipasa B de C. antarctica variando las condiciones acido-base del medio de
reaccion y demostraron que en un medio acido se favorece la esterificacion,
mientras que en un medio basico la amidacion y proponen que en el medio acido
se protona el grupo amino, que a su vez imposibilita el ataque al complejo acil-
enzima, y en contraparte en el medio basico el grupo amino es mas reactivo y

favorece la amidacion (Maugard T., et al. 1998).

1.3.3. Solventes.

Por naturaleza, la mayoria de las enzimas actuan en medios acuosos; sin
embargo, para efectos practicos, el agua es un solvente pobre para casi todas las
reacciones de quimica organica preparativa. Los intentos de extrapolar la catalisis
a medios organicos datan de finales del siglo pasado, y en esta transicion, la
biocatalisis ha pasado por solventes miscibles con el agua y medios bifasicos
hasta llegar a solventes completamente anhidros (Klibanov A. M. 2001; Krishna S.
H., et al. 2002). Esto ha dado lugar, ademas de la posibilidad de llevar a cabo
reacciones que en medio acuoso son dificiles de realizar o simplemente no
suceden, se pueda manipular la quimio, regio y enantioselectividad de la enzima.

En un principio se creia que la baja eficiencia de las enzimas en medios
organicos se debia a la desnaturalizacion de la proteina o bien, que habia cambios
conformacionales tan drasticos que repercutian directamente en la actividad
catalitica de la enzima. Contrario a lo que se suponia, Desai y Klibanov (Desai U.
R., et al. 1995), con anadlisis de espectroscopia de alta resolucion (NMR),
encontraron que en acetonitrilo, tetrahidrofurano, etil acetato y butanol, la tripsina
de bovino no sufre cambios conformacionales significativos, a pesar de que se

sabe que termodinamicamente esto no es posible. Dicho por el mismo Klibanov,
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las enzimas en medios organicos termodinamicamente tienden a desnaturalizarse,
sin embargo estan cinéticamente impedidas a hacerlo.

A pesar de los esfuerzos por eliminar la mayor cantidad de agua del medio
de reaccion con el fin de llevar a cabo reacciones de hidrdlisis inversa o sintesis,
esto no es conveniente en la practica, pues se sabe que una cantidad minima de
este solvente es indispensable para mantener las capacidades cataliticas de la
enzima. Por pequena que sea ésta cantidad, el agua que se encuentra unida a la
enzima le brinda estabilidad estructural. La mayoria de los solventes polares
tienen una afinidad alta por el agua y tienden a inactivar a las enzimas ya que
secuestran dichas moléculas indispensables. Por el contrario, solventes
hidrofébicos como el n-hexano, son de los mas usados en la biocatélisis pues su
poca afinidad por el agua no conlleva una deshidratacion de la proteina. Si la
reaccion produce agua, por lo general, se ha observado un decremento en el
rendimiento de una reaccion de hidrdlisis inversa, ademas de una disminucién en
la estabilidad de la enzima. Por esta razén se han propuesto varios métodos para
controlar la cantidad de agua disponible (a,) como son: la evaporacion del agua
producida con presiones reducidas, su adsorcion, tamices moleculares, resinas de
intercambio idnico y la adicion de hidratos de sales.

En las reacciones en las que se produce agua (Fig. 15), el objetivo principal
en el control termodinamico del agua, o actividad de la misma, esta intimamente
relacionado con el desplazamiento del equilibrio hacia la acumulacion del producto

de acuerdo a la definicion matematica de la constante de equilibrio (Ke) (Ec. 1).

Aicohol +  Acido graso Ester+ H,0

Figura 15. Sintesis enzimatica de éster, reaccion en la que se produce agua.

Ke = Dsster X aagua

a a 1)

acido

alcohol
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El valor de esta constante de equilibrio es unico para cada reaccion, la cual
es independiente del solvente en el cual se lleve a cabo la catalisis. Por otro lado,
la representacion matematica de la actividad termodinamica de cada compuesto
esta en funcion del producto entre la concentracion molar y el coeficiente de
actividad de ese producto (Ec. 2), por lo que al sustituir la ecuacion 2 en la
ecuacion 1, da como resultado la expresion de la constante de equilibrio en
funcion de la fraccion molar de los componentes de la reaccion por sus

coeficientes de actividad (Ec. 3).

a, =y, XX, (2)

_ yésrer X y agua 5 Césrer X Cag:m

s ¥ C xC 3)
}/a.’cahaf }/ acido alcohol acido

Si bien la constante de equilibrio para cada reaccion es independiente del
solvente en el que se lleve a cabo la reaccion, los coeficientes de actividad no lo
son, de esta manera, la eleccion del medio de reaccion apropiado para desplazar
el equilibrio hacia la acumulacién del producto deseado esta en funciéon de los
coeficientes de actividad de las especies involucradas. En otras palabras la
eleccion del solvente para cada reaccion es un compromiso entre el coeficiente de
actividad de los productos y su concentracion o fraccion molar. En particular, al
disminuir el coeficiente de actividad del producto de interés, se incrementa la
fraccion molar del mismo manteniendo la actividad termodinamica requerida que
cumpla con el valor de la constante de equilibrio. Por el contrario para un producto
indeseado como el agua, lo que se requiere es la disminucion en la fraccién molar
de la misma, por lo que para ello es necesario un aumento en su coeficiente de
actividad o bien la eliminacién de esta por los métodos antes descritos.

La enantioselectividad, ha sido una de las variables manipulables con el uso
de solventes organicos. Cabe aclarar que esta manipulacién no es el cambio de

selectividad enantiomérica (de R a S o viceversa). De manera general, lo que se
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ha logrado con el uso de distintos medios organicos es incrementar la
enantioselectividad de las proteinas o bien, el exceso enantiomérico de la reaccion
(%ee’) (de Castro M. S., et al. 1998; Hwang B. Y., et al. 2000; Kahlow U. H. M., et
al. 2001; Ottosson J., et al. 2002).

Aunque la mayoria de los estudios utilizan solo un solvente, existen trabajos
en los que se reporta que con la mezcla de solventes se han podido obtener
polaridades que un solo solvente no ofrece. Con estas mezclas, se ha mejorado el
control termodinamico de la reaccién, y gracias a ello, la regioselectividad se ha
manipulado con excelentes resultados (Bellot J. C., et al. 2001; Castillo E., et al.
2003; Rendon X., et al. 2001).

La quimioselectividad también ha sido materia de investigacion en ésta area
de la biocatdlisis. Tal es el caso del trabajo de Duarte y col. en el que se
demuestra que al manipular la hidrofobicidad del solvente se puede favorecer la
sintesis de ésteres, en el caso de utilizar el n-hexano como medio de reaccion, o
bien de amidas, en el caso de 2-metil-2-butanol (Duarte D. R.2002).

Gracias al surgimiento de una nueva clase de medios de reaccién, los
liquidos idnicos, las posibilidades en biosintesis se abren aun mas de las que se
han explorado en solventes organicos tradicionales. En estos solventes, a pesar
de ser altamente polares, las enzimas no se desactivan o desnaturalizan como en
el caso de los solventes organicos polares. Esta nueva rama de la biocatalisis, ha
permitido la sintesis de ésteres y amidas obteniendo buenos resultados en
aspectos como la regioselectividad y enantioselectividad (Park S., et al. 2001), y
se han alcanzado o incluso mejorado las velocidades de reaccion como en el caso
de alcoholisis y amonidlisis (Lau R. M., et al. 2000). Aunque falta mucho por
elucidar de las caracteristicas de estos liquidos i6nicos y de las ventajas que
aportan a la biocatalisis, los resultados que se han obtenido con ellos son muy

alentadores.

" El porcentaje del exceso enantiomérico (%ee) para una mezcla de los enantiémeros (+) y
(-), en donde F(+) y F(-) es la fraccion molar, esta definido como [ F(+) - F(-) 1*100, por lo que F(+)
+ F(-) =1 (IUPAC 1997).

28



ANTECEDENTES

1.4. Sintesis de capsaicinoides por medio de lipasas.

Los capsaicinoides son moleculas de gran interés ya que han demostrado
tener varias aplicaciones atractivas (Kobata K., et al. 1998a; Kobata K., et al.
1998b); sin embargo, el uso de estos compuestos es limitado debido a su efecto
pungente y a la irritacion que causa al contacto con la piel. Por lo anterior, la
busqueda de moléculas analogas que no tengan los efectos antes mencionados
ha sido exhaustiva (Janusz J. M., et al. 1993) y dicha exploraciéon ha encontrado
como herramienta de apoyo a la biocatalisis, particularmente a las lipasas.

Se han sintetizado una gran variedad de compuestos analogos a la
capsaicina por medio de las lipasas siguiendo distintas estrategias experimentales.
En primera instancia se probo la sintesis de moléculas analogas a la capsaicina
mediante la amidaciéon de la vainillinamina con derivados de acidos grasos y
aceites naturales, utilizando un buffer de fosfatos como medio de reaccién (Kobata
K., et al. 1998a; Kobata K., et al. 1998b). En estos reportes, donde la lipasa de
Pseudomonas cepacia (Lipase PS) y la lipasa B de C. antarctica mostraron el
mejor desempeno, se obtuvieron conversiones pobres (45%-59%) después de 72
h de reaccion. Otra aproximacién en la sintesis de moléculas analogas a la
capsaicina por medio de lipasas es mediante la transacilacion de sustratos
disponibles en la naturaleza (capsaicina y dihidrocapsaicina como donadores del
anillo vainilloide, y acidos grasos libres y aceites naturales como donadores del
residuo acilo) en dos medio de reaccion distintos, n-hexano (Kobata K., et al.
1999) y CO, supercritico (Kobata K., et al. 2003); sin embargo, las conversiones
obtenidas no son muy buenas (78% de conversion en n-hexano después de 144 h
y 54% de conversion en CO, supercritico al cabo de 72 h de iniciada la reaccion).

Como se menciono en el apartado anterior, tanto en la biocatalisis, como en
la quimica organica, la eleccion del medio de reaccion es una de las premisas mas
importantes ya que se ha demostrado que de él dependen factores tanto
termodinamicos y cinéticos asi como del propio biocatalizador (p.e. estabilidad de
la enzima, actividad enzimatica, eficiencia o conversion al equilibrio, enantio, regio
y quimioselectividad, entre otras) (Irimescu R., et al. 2004; Klibanov A. M. 1997;
Klibanov A. M. 2001; Rendon X., et al. 2001; Reyes-Duarte D., et al. 2002). En
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este sentido, se ha demostrado que en la sintesis de ésteres a partir de un poliol la
acumulacion preferencial de mono, di o tri-ésteres esta intimamente relacionada
con la naturaleza del solvente o mezcla de solventes (Bellot J. C., et al. 2001;
Castillo E., et al. 2003; Klibanov A. M. 2001; Rendon X., et al. 2001).

Un ejemplo de lo anterior es el uso del 2-metil-2-butanol (2M2B) como
medio de reaccion para la sintesis de amidas, que estd fundamentado
principalmente en la alta solubilidad de los sustratos y del producto, lo cual
repercute en la conversion al equilibrio. En particular, en la sintesis de la amida
(olvanil) que parte de la vainilinamina y el acido oleico, se demostré que al
equilibrio, las conversiones obtenidas en 2M2B (98%) son mucho mayores que en
n-hexano (60%). Los autores atribuyen esta diferencia en la conversion a la alta
solubilidad del producto en 2M2B comparada con la del n-hexano, en otras
palabras, la baja actividad termodinamica del producto en 2M2B favorece su
acumulacion al equilibrio (Reyes-Duarte D., et al. 2002). Por el contrario, en la
sintesis del oleato de vainilllo (éster analogo al olvanil), al comparar la
acumulacion de producto en n-hexano (100%) contra la obtenida en 2M2B (75%),
se observa que ésta se ve favorecida en el solvente hidrofébico (Duarte D. R.
2002). Lo anterior nos da la pauta a suponer que en general, la sintesis de ésteres

se favorece en solventes hidrofébicos y la de amidas en solventes polares.

1.5. El uso de lipasas en la hidrdlisis de amidas.

Probablemente, por no ser sustratos naturales de las lipasas, la hidrélisis de
amidas por medio de estas enzimas no ha sido estudiada en detalle; sin embargo,
los pocos logros que se detallan a continuaciéon, dan pie a suponer que
encontrando las condiciones ideales la reaccion puede llevarse a cabo.

Al igual que en la sintesis de amidas, el grupo acilo juega un papel muy
importante ya que la formacién del complejo acil-enzima debe ser favorecida por la
presencia de cadenas hidrofébicas que colaboran de manera importante el
fendmeno de activacion interfacial.

En este rubro, a pesar de que la investigacién ha sido poca, resalta el

trabajo de Henke y Bornscheuer (Henke E., et al. 2003) en el que someten a
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hidrolisis varias amidas. De los resultados obtenidos, destaca una amida con
cadena alifatica de 8 carbonos que pudo ser hidrolizada por la lipasa B de C.
antarctica en su forma comercial (Chirazyme L2). Cabe mencionar que los autores
no exponen que la dificultad para efectuar la reaccion de hidrodlisis de las amidas
se deba al tamano de la cadena alifatica, sin embargo, esta resulta ser la Unica
diferencia estructural significativa que distingue a la amida hidrolizada de aquellas
en las que no se observé reaccion, estas ultimas con cadenas alifaticas menores a
3 carbonos (Fig. 16).

JO_L Sustrato R4 Ro
2 - CH3 -H
CHj3
3 -CH3 p-CH30
Rs 4 -C7H1s p-Me

Figura 16. Estructuras de amidas hidrolizadas por el grupo de Henke y col. de las cuales

la amida 4 es la que se hidroliza mejor.

Aunado a lo anterior, Wagegg y col. (Wagegg T., et al. 1998) compararon la
hidrdlisis entre las amidas [1-(4-clorofenil)-etil]-2-acetamida y sus correspondientes
metoxiacetamida y butirica (Fig. 17), concluyendo que el uso de un residuo metoxi
incrementa la velocidad de hidrélisis probablemente por que 1) se altera el modo
de union con la lipasa, como lo muestra el modelado por computadora, 2) se
incrementa la solubilidad de la amida o 3) este residuo causa una atraccion de
electrones del grupo carbonilo, lo que facilita la formacion del complejo acil-
enzima. En este mismo articulo, con el fin de aumentar la solubilidad de la amida
en el medio de reaccion y asi aumentar la velocidad de hidrdlisis, los autores
reportan el uso de co-solventes, dentro de los que destacan hexano,
diclorometano, TBME y diisopropil-eter, sin embargo, no se obtienen mejores

resultados que los obtenidos utilizando buffer de fosfatos como medio de reaccion.
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Cl

Figura 17. Metoxiacetamida 6pticamente activa.

Recientemente en nuestro grupo de investigacion se logro la hidrdlisis de la
capsaicina. De dicho trabajo se concluye que ademas de la preferencia de la
enzima por los grupos acilo de cadena larga (Cadena > 8C’s), la seudo-
solubilizacion del sustrato y la formacion de una bifase aceitosa favorecen el
proceso de hidrélisis. En otras palabras la diferencia entre las velocidades iniciales
obtenidas en un experimento hecho a 45 °C y otro a 70 °C, se deben a la fusién de
la capsaicina (p.f. 65 °C), lo que aumenta la solubilidad del sustrato en el medio,
ademas de formar una autentica bifase, promoviendo el mejor desempefio de la
lipasa (Duarte D. R., et al. 2000).

1.6. Panorama global de los antecedentes.

Recapitulando los antecedentes podemos tener un panorama global del
estado del arte en lo que refiere a la sintesis e hidrdlisis de amidas por medio de
lipasas.

Como se ha descrito, la sintesis de amidas por medio de lipasas se ha
convertido en una herramienta poderosa en el area de la sintesis quimica. De los
conocimientos mas importantes que se han obtenido en la sintesis de amidas por
medio de lipasas destaca la manipulaciéon de la quimio, regio y enantioselectividad
de dicha catalisis en funcion de la naturaleza del solvente. Por ejemplo, hablando
en términos de quimioselectividad, se ha demostrado que la sintesis preferencial
de amidas se lleva a cabo en solventes polares como el 2M2B y que en n-hexano

se favorece la sintesis de ésteres. Otra premisa importante, si no es que la mas
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trascendental en términos de su atractiva aplicacion tecnoldgica, es la
manipulacion enantioselectiva en la sintesis de amidas.

En la hidrdlisis de amidas por medio de lipasas, a pesar de que son pocos
los reportes, las contribuciones que se han hecho en este rubro, dan pie a suponer
que todo es cuestion de encontrar factores que determinan la susceptibilidad de
las amidas, asi como las condiciones del medio de reaccion que favorezcan esta
catalisis.

En conjunto, la sintesis e hidrdlisis enzimatica de amidas como proceso,
son una herramienta poderosisima por todas las ventajas que la biocatalisis ofrece
como la quimio, regio y enantioselectividad ademas del uso de condiciones
suaves. En particular, en la resolucion de mezclas racémicas, debido a que los
procesos de quimica organica constan de varias etapas ademas de no ser
enantioselectivos, el desarrollo de una tecnologia en la que se incorpore la
resolucion por sintesis aunada a la resolucion por hidrélisis (easy on — easy off)

seria de una trascendencia biotecnoldgica importante.
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2. JUSTIFICACION.

Los resultados que se han obtenido gracias a la manipulacion de la
termodinamica de las reacciones enzimaticas mediante el uso de solventes
organicos de distinta naturaleza, aunados a los recientes conocimientos adquiridos
de la intima relacion que existe entre la estructura y funciéon de las enzimas, han
hecho que la biocatalisis amplie su area de aplicacién como herramienta
tecnolégica.

En particular, dentro del amplio nimero de enzimas existentes, se ha
demostrado que las lipasas son muy versatiles, estables en solventes organicos y
tienen una relajada especificidad lo que ha permitido llevar a cabo reacciones de
una amplia gama de sustratos. En este mismo sentido, dentro de las
caracteristicas mas importantes de las lipasas, destaca su alta enantio, quimio y
regioselectividad, lo que permite su aplicacion en procesos de quimica fina.

Quiza por ser los sustratos naturales de las lipasas, la sintesis e hidrolisis
de ésteres por medio de estas enzimas han sido ampliamente estudiadas y los
resultados se han extrapolado a reacciones tales como: tidlisis, interesterificacion,
alcohdlisis, acidolisis, entre otras. A principio de los 90, se encontraron
aplicaciones de las lipasas en la sintesis de amidas y muchos de los
conocimientos adquiridos hasta ese entonces en la sintesis de estéres fueron
aplicados. El objetivo principal del presente trabajo es determinar el efecto del
solvente y de la naturaleza de los sustratos tanto en la velocidad de reaccion asi
como en la conversién al equilibrio.

Por otro lado, a pesar de la versatilidad de las lipasas en términos de las
multiples reacciones que pueden llevar a cabo, son pocos los reportes que existen
en cuanto a la hidrédlisis de amidas y se ha aceptado que estas enzimas tienen
poca o nula actividad amidasa. A pesar de ello, en funcion de los resultados
obtenidos a partir de la hidrdlisis de la capsaicina, en nuestro grupo de
investigacion creemos que esta idea generalizada es errénea. Por ello, se decidio

estudiar en detalle, tomando como base a la molécula de la capsaicina, las
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caracteristicas estructurales de amidas susceptibles a hidrolisis por medio de
lipasas, asi como las condiciones del medio que favorecen la reaccion.

En conjunto, la sintesis e hidrolisis de amidas por medio de lipasas podria
convertirse en una herramienta de aplicacion biotecnoldgica interesante, que en
principio contribuiria en procesos de resolucion de mezclas de aminas
Opticamente activas mediante la acilacion y desacilacion enantioselectiva de las

mismas.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

3.1. Hipotesis.
La hidrdlisis de amidas por medio de lipasas esta intimamente relacionada
con las propiedades estructurales del sustrato y las condiciones del medio de

reaccion.

3.2. Objetivo general.
Estudiar a detalle los parametros que determinan la hidrdlisis de amidas por

medio de lipasas.

3.3. Objetivos particulares.

1. Realizar un escrutinio de lipasas capaces de llevar a cabo la hidrolisis
de la capsaicina.
2. Analizar las propiedades estructurales del sustrato que favorecen la
hidrdlisis de amidas por medio de lipasas.

e Naturaleza y longitud del residuo acilo.

e Influencia de los sustituyentes del anillo vainilloide.
3. Establecer las condiciones del medio de reaccién que favorecen la

hidrélisis de amidas por medio de lipasas.
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4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. Estrategia experimental.

HIDROLISIS DE AMIDAS

y

e Novozym 435

e Amano Lipasa

e Lipozyme

e Lipasa AY

Novozym 677
Novozym 525

« Greasex

« Esterasa Diversa 001
« Esterasa Diversa 004
« Esterasa Diversa 005

Anillo: vainillinamina
Residuos acilo: C4a C16

Escrutinio de Lipasas

y

Hidrolisis de amidas con
estructura molecular
analoga a la capsaicina.

MATERIALES Y METODOS

Uso de varios residuos acilo
(C4aC16)

3

y

Hidrolisis de amidas con
el mismo anillo pero con

distintos residuos acilo.

e Vainillinamina
e 3-metoxibencilamina
e Bencilamina

Hidrdlisis de amidas con
modificaciones en el
anillo.

)

Anillo: o-metilbencilamina
Residuo acilo: C10

Hidrdlisis de amida
quiral

SINTESIS DF AMIDAS

Uso de varios grupos amino:
e Vainillinamina

¢ 3-metoxibencilamina

e Bencilamina

Resolucion de mezcla racémica.
(c-metilbencilamina)

A

37




MATERIALES Y METODOS

4.2. Materiales.

El metanol (99%) y 2-metil-2-butanol (2M2B, 99.7%) se obtuvieron de J.T.
Baker (Edo. de México, México). Los compuestos, clorhidrato de vainillinamina (sal
Vainillinamina-HCI, 98%), 3-metoxibencilamina (98%), oa-metilbencilamina (99%),
acido decandico (99%), etil butirato (99%), etil caprilato (99%) y el tamiz molecular
(8-12 mesh) se adquirieron de Aldrich (WI, USA), la capsaicina (98% y 60%), los
acidos, oleico (98%), miristico (99-100%), laurico (99%), palmitico (99%), el metil
caproato (99%), la N,N-diisopropiletilamina (DIPEA, 99%) y bencilamina (99%) de
Sigma Chemical Co. (MO, USA). Las enzimas Greasex, Lipozyme, Novozym 435,
Novozym 677 BG y Novozym 525, se obtuvieron de Novozymes A/C (México);
Lipase F y Lipase AY de Amano (VA, USA); Esterasa 001, 004 y 005 de Diversa
(USA). Las placas ALUGRAM SIL G/UV»s4 para TLC marca MACHEREY-NAGEL
se obtuvieron de TECROM (D.F., México).

4.3. Cuantificacion de las aminas.

4.3.1. Tratamientos previos.

Para las reacciones de sintesis y de hidrdlisis, antes de analizar la muestra
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es necesario centrifugarla
para inyectar solo el sobrenadante. Con este tratamiento previo precipitan
particulas tanto del tamiz molecular (solo presente en reacciones de sintesis),
como de soporte de la enzima (presente en ambas reacciones), provenientes de la
desintegracion de las perlas a causa de la agitacion.

En el caso de analizar la muestra solo con fines cualitativos por

cromatografia de capa fina (TLC), no es necesario ningun tratamiento previo.
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4.3.2. Analisis cualitativo (TLC).

Para el analisis por capa fina de las reacciones de hidrdlisis de capsaicina

destacan las siguientes caracteristicas:

e Fase movil: acetonitrilo/agua al 1% é&cido acético (40:60) v/v.

e Placas: ALUGRAM SIL G/UV254. Silica Gel 60 de 10 x 10 cm, y
espesor de 0.25 mm.

e Revelador de vainillinamina: Ninhidrina. Presenta un color
amarillento, tal como ocurre con el imino acido prolina (Hames B. D.,
et al. 1997).

e Revelador de acidos grasos insaturados (8-metil-6-nonanenoico) y
capsaicinoides: Revelador azul de cobre (acetato de cobre 285 mM /
acido fosforico al 85% 50:50 v/v).

Los valores de frente relativo (Ry) se presentan en la tabla 4.

Tabla 4. Valor R; de vainillinamina y capsaicina.

Compuesto Rs

Capsaicina 0.52 +0.03

Vainillinamina 0.82+0.05

4.3.3. Analisis cuantitativo (HPLC).

Para este analisis se utilizé un equipo de cromatografia Waters con detector
de arreglo de diodos (PDA, Photo Diode Array), haciendo un barrido de longitudes
de onda de 195 a 300 nm, con una resoluciéon de 1.2. Las reacciones de sintesis y
las de hidrdlisis se cuantificaron por medio de la desaparicion o aparicion de la
amina, respectivamente. Las longitudes de onda a la cual se detectaron las
aminas son las siguientes: la vainilinamina se detecté a 280, 230 o 202 nm, la

bencilamina a 254 nm o 206, la a-metilbencilamina a 256 nm o 206 y la 3-
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metoxibencilamina a 275 o 200, la deteccion a las distintas longitudes de onda
depende de la concentracion de la muestra. Las columnas cromatogréficas
utilizadas fueron: Spherisorb 80-5 ODS-2 (4.6 x 250 mm) para la vainillinamina y
o-metilbencilamina; Supelcosil C18 (3.9 x 300 mm) para la bencilamina y Waters
Spherisorb ODS-2 5 um para la 3-metoxibencilamina. Todas requieren
precolumna.

Tanto las condiciones para revelar las aminas, como los tiempos de

retencion se muestran en la tabla 5.

Tabla5. Condiciones y tiempos de retencién de las aminas para el andlisis en HPLC.
Tr es el tiempo de retencion (min), F el flujo de la fase (ml/min), la cantidad de los

solventes es porcentual (%) y D es la longitud de onda (nm) de deteccion.

Amina Tr F | MetOH | CH;CN |H,0 D
Vainillinamina 35+03 | 1 50 0 50 | 280, 230, 202
3-metoxibencilamina | 4.01+0.1 | 1 0 70 30 275, 200
Bencilamina 5.00+0.01 | 1 85 0 15 254, 206
o-metilbencilamina | 52+02 | 1 50 0 50 256, 206

4.4. Metodologia para la sintesis de amidas.

Todas las reacciones de sintesis se hicieron a 45 °C con la lipasa B de C.
antarctica inmovilizada, Novozym 435 (20 mg/ml), en viales de 7 ml con 5 ml de
volumen de reaccion, a una concentracion equimolar de sustratos de 20 mM. El
solvente utilizado fue 2-metil-2-butanol (2M2B) previamente deshidratado con
tamiz molecular. En la sintesis de aquellas amidas que parten del clorhidrato de
vainillinamina hubo necesidad de liberar la amina en primera instancia, para
después anadir el segundo sustrato (donador de acilo) y la enzima. En la sintesis
de las bencilamidas, o-metilbencilamida y 3-metoxibencilamidas no hubo
necesidad de la preliberacién de la amina, por ello, los sustratos y la enzima se
agregaron simultaneamente. Con el propdsito de controlar la actividad de agua, en

el medio de reaccién se agregan 100 mg de tamiz molecular. Como donadores de
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acilo se utilizaron los acidos grasos libres palmitico (C16), miristico (C14), oleico
(C18:1), caprico (C10) y ladrico (C12); y en su presentacién como ésteres se
dispuso del etil caprilato (C8) y butirato (C4), asi como del metil caproato (C6).

4.4.1. Liberacion del clorhidrato de vainillinamina (Van-HCI).

El efecto de la concentracion de amina terciaria (DIPEA) y de la
vainillinamina en forma de sal (Van-HCI) es un parametro que ya habia sido
reportado en un proyecto anterior a este. En él se establecid que la relacién
DIPEA/Van-HCI éptima es 18:1, también se encontré que con un tiempo minimo
de 30 minutos de incubacién se logra un aumento en la velocidad inicial de
sintesis. Tiempos de preincubacion mayores no tienen ningun efecto ya que la
velocidad inicial de sintesis permanece constante (Fig. 18) (Reyes-Duarte D., et al.
2002).

1|0 DIPEA 20 mM
1 |m DIPEA 240 mM

Vel.inicial (mM/hr)
O = N W s 00 & N WO

3 30 180 360
Tiempo (min)

Figura 18. Relacion DIPEA /Van-HCl y tiempo de preincubacion éptimos.

4.5. Método de purificacion.

En lo que concierne a la recuperacion de los productos se desarrollé un
método de purificacion que consta de cuatro etapas. El primer paso es la
precipitacion de la enzima y el tamiz molecular por medio de una centrifugacion en
frio (12 °C a 10,000 rpm por 12 min), seguida de la evaporacion del solvente
(2M2B) en un rotavapor Buchi 461 (85 °C, 100 rpm, -60 Pa). Una vez evaporado
todo el solvente, prosigue la disolucion del acido graso en hexano, dicho solvente
no disuelve la amida y amina residual, esta etapa del proceso consta de 3
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repeticiones. Para separar la amida de la amina residual, recurrimos a la alta
solubilidad de las aminas en agua y la baja o nula solubilidad de las amidas en

este medio, esta fase del proceso también se compone de 3 repeticiones.

4.6. Metodologia para la hidrélisis de amidas.

4.6.1. Escrutinio de enzimas hidroliticas.

Para este ensayo se probaron varias lipasas disponibles en el laboratorio a
una relacion de 6mg/ml, Novozym 435 (lipasa B de C. antarctica inmovilizada),
Novozym 525 (lipasa B de C. antarctica en solucion), Lipasa F (Rhizopus oryzae),
Lipozyme (M. miehei), Lipasa AY (C. rugosa), Novozym 677 (Thermomyces
lanuginosa), Greasex (proteina recombinante), Esterasa Diversa 001, 004 y 005
(esterasas obtenidas de una libreria de enzimas recombinantes). En él se utilizé a
la capsaicina como sustrato a una concentracion de 1.2 mg/ml, en viales de 7 ml
con un volumen de reaccién de 5 ml, utilizando como medio de reaccion agua
desionizada. Esta busqueda de enzimas capaces de hidrolizar a la capsaicina se

llevé a cabo a una temperatura de 70°C.

4.6.2. Analisis de las propiedades estructurales del sustrato.

Una vez identificada la lipasa con la que se decidio trabajar, se llevaron a
cabo reacciones de hidrélisis de compuestos con diferencias estructurales. Estas
reacciones se llevaron a cabo en agua desionizada, en donde la concentracion de
enzima fue de 6 mg/ml y en todos los casos se utilizaron viales de 7 ml con 5 ml
de volumen de reaccion. La concentracion de los sustratos (0.1 mM a4 mM) y la
temperatura (45 °C 6 70 °C) variaron dependiendo de lo que se queria comprobar.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Sintesis de amidas por medio de lipasas.

Tomando como molécula modelo a la capsaicina, se sintetizaron diferentes
tipos de amidas en las que se varidé tanto la cadena hidrofobica, como los

sustituyentes del anillo (Fig. 19).

( r*/*/*\f‘\(’

todificaciones en los {) - -on
sustituyentes del anilla ' Modificacidn en la longitud del I

~ ',J\ /_J residuo acilo

Adicion de yn carbono
{quiralidad)

Figura 19. Sitios de las modificaciones hechas basadas en la estructura molecular de la

capsaicina.

5.1.1. Sintesis de vainillinamidas.
En la figura 20 se esquematiza la reaccion de sintesis de las

vainillinamidas.

NH,

Clorohidrato de vainillinamina DIPEA Vainillinamina libre
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b) R

H400 H,CO /K
N NH o

Novozym 435

—

HO Donador de acilo RCOOH HO

Figura 20. a) tratamiento de la amina protegida con el fin de liberarla de su forma de
clorhidrato, b) la condensacién enzimatica de la amina liberada con el acido graso.

La sintesis de estos nuevos capsaicinoides se llevé a cabo a 45 °C, en
2M2B debido a que en este solvente el producto muestra una alta solubilidad y por
ende una baja actividad termodinamica, lo que favorece su acumulacién en el
medio. Se utilizé una concentracién equimolar de sustratos igual a 20 mM. Cabe
aclarar que la naturaleza del donador de acilo no es la misma en todos los casos.
Para las amidas de cadena hidrofébica con numero de carbonos de 16 a 10 se
partio de acidos grasos libres, y para aquellas amidas con residuo acilo de 8 a 4
se partio de ésteres; metil éster para el caso de C6 y etil ésteres para el caso de
C8 y C4. La lipasa utilizada fue la lipasa B de C. antarctica inmovilizada (Novozym
435) a una concentracién de 20 mg/ml.

La condensacion del acido con la vainillinamina se puede dividir en dos
etapas, la primera consiste en la desproteccion de la sal, Van-HCI, por medio de
una amina terciaria, DIPEA (Fig. 20 a). Es preciso recordar que tanto la relacion
DIPEA/Nan-HCI (18:1), como el tiempo de preincubacion (30 min) para la
liberacion del clorhidrato han sido previamente detallados (Fig. 18) (Duarte D. R.
2002).

Como se puede observar en la figura 21, a las 28 horas de transcurrida la
reaccion se obtienen conversiones cercanas al 90% para todos los casos, salvo
para aquellas amidas que parten de un éster (Cs; y Cs), en las que se obtienen
conversiones de 78% y 86% respectivamente al cabo del mismo tiempo de
transcurrida la reaccion. Las reacciones se llevaron hasta las 96 h y como se
muestra en la tabla 6, al cabo de este tiempo el porcentaje de conversion maxima

fue de 95% en todos los casos.
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Figura 21. Cinéticas de sintesis de nuevos capsaicinoides (% de conversion A,A vy

vainillinamina consumida O,®). a) Sintesis de amida con residuo acilo de 4C’s, simbolos

cerrados y 8C’s abiertos C8, b) 10C’s simbolos cerrados y 12C’s abiertos y c) 14C’s

simbolos cerrados y 16C's abiertos. Para todas la cinéticas n = 3.
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Tabla6. Porcentaje de conversion de las vainillinamidas empleando diferentes acidos

grasos.

Tiempo

28 h 96.5h

Amida Conv. (%) Amida Conv. (%)

C4 78.04 £ 0.92 C4 86.07 £ 0.51

cs 86.21 +0.63 C8 89.14 + 0.47

C10 95.51 +0.46 C10 97.88 + 0.32

c12 89.73 +0.84 c12 91.71+0.15

C14 93.55+0.76 C14 93.55+0.23

C16 91.09 + 0.39 C16 94.99 + 0.04

A pesar de que se ha reportado un mejor rendimiento en las reacciones de
sintesis de amidas con lipasas usando metil y etil ésteres como donadores de
acilo activados (Gotor V. 1999), en nuestro caso observamos el fendmeno inverso;
es decir, al comparar las sintesis de las amidas que parten de un éster contra
aquellas que parten de un &acido graso libre, las primeras alcanzan menor
conversion al equilibrio.

Por otro lado, con los resultados obtenidos hasta este punto, comprobamos
que el sistema propuesto por Duarte y col. (Duarte D. R. 2002) (medio de
reaccion, temperatura, tiempo de preincubacion, relacion DIPEA/Van-HCI, enzima,
tamiz molecular), es muy conveniente para la sintesis de vainillinamidas, dado que
los coeficientes de actividad termodinamica de las amidas en 2M2B, favorecen el
desplazamiento del equilibrio hacia la acumulacion de las mismas, todo ello, con el

debido control de la actividad termodinamica del agua.

5.1.2. Sintesis de bencilamidas y 3-metoxibencilamidas.

Al observar que en la sintesis de los nuevos capsaicinoides se obtienen
conversiones por arriba del 90%, sin importar la naturaleza del residuo acilo (Fig.

21) y con el objetivo de estudiar los factores que favorecen la sintesis de amidas
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analogas a la capsaicina, se probo la capacidad del sistema en la sintesis de

amidas con modificaciones en el anillo vainilloide. Para ello se recurri6 a una

amina mono-sustituida

(3-metoxibencilamina) y ofra

sin  sustituyentes

(bencilamina) (Fig. 22). En la sintesis de estas amidas no es necesaria la

liberacion de la amina ya que estas no vienen protegidas en su forma comercial.

S W U

L

3

Yamillinamina

|
______ 4

J-metoxibencillamma

Figura 22. Modificaciones de las aminas utilizadas.

Bencilammna

Al igual que las amidas que parten de la vainillinamina, la sintesis de las

amidas condensadas a partir de la bencilamina y de la 3-metoxibencilamina,

resultan en conversiones por arriba del 90% (Tabla 7 y 8).

Tabla7. Conversiones de las bencilamidas con diversos acidos grasos.

Tiempo
17.5h 72.5 h.
Amida Conv. % Amida Conv. %
C4 88.6 £+ 0.38 C4 91.5+0.06
Ccé 88.5+0.17 cé6 95.5+0.08
c8 80.0+0.28 c8 93.1+0.32
C10 91.3£0.02 C10 95.2+0.16
c12 90.8 £ 0.41 c12 95.3+0.26

47



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 8. Conversion de las 3-metoxibencilamidas con distintos residuos acilo.

Tiempo
23 h 70.7 h

Amida Conv. % Amida Conv. %

cé 94.9 +0.20 Cé 95.0 +£ 0.46

Cc8 93.7 +0.50 C8 94.1 + 0.07

c10 94.0 + 0.41 C10 95.2 +0.92

Cc12 89.1+2.79 C12 96.3 + 0.21

Al igual que lo observado en la sintesis de las vainillinamidas, la conversion
al equilibrio es independiente de la naturaleza del residuo acilo y de
modificaciones en el anillo, lo cual se deduce de las altas conversiones obtenidas.

Con el fin de elucidar cual es el factor que determina el alto rendimiento en
la sintesis de este tipo de amidas, en un proyecto paralelo a este, se compararon
las conversiones de la condensacion del residuo acilo de 10C’s con vainillinamina
y bencilamina en n-hexano y 2M2B. De dicho experimento se obtuvieron tres

observaciones:

a. La solubilidad de las aminas en n-hexano es muy pobre.

b. Las conversiones alcanzadas en n-hexano son, por mucho, menores
a las obtenidas en 2M2B.

c. Las bajas conversiones obtenidas en n-hexano pueden deberse a un
efecto sinérgico entre la escasa solubilidad de las aminas, lo que
dificulta su disponibilidad para la enzima y la baja solubilidad de las
amidas, lo que conlleva a aumentar su actividad termodinamica y en

consecuencia a disminuir su acumulacion en el medio.

Con lo anterior, por un lado, comprobamos las observaciones reportadas
(Reyes-Duarte D., et al. 2002), en donde se describe que la acumulaciéon de este

tipo de amidas (anillo-residuo acilo) se ve favorecida en el solvente de naturaleza
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polar (2M2B). Por otro lado, estas observaciones nos hacen suponer que la
diferencia entre las conversiones al equilibrio en 2M2B comparadas con las
obtenidas en n-hexano, no solo estd en funcion del coeficiente de actividad
termodinamica de la amida, sino que puede ser un efecto sinérgico entre la
solubilidad de los sustratos y productos. En otras palabras, al ser la actividad
termodinamica un reflejo de la disponibilidad de un compuesto en cierto solvente,
la baja disponibilidad (solubilidad) de las aminas en n-hexano limita su utilizacién
en la reacciéon enzimatica. Por otro lado, de acuerdo a la ecuacién 3, la maxima
acumulacién de un producto en el medio de reaccion se logra cuando se tienen los
coeficientes de actividad termodinamica mas bajos, cosa que no sucede para las
amidas en el sistema n-hexano. De hecho, en este medio de reaccion, la baja
solubilidad de estas moléculas refleja su alta disponibilidad, entendida como un

valor alto de ;.

5.1.3. Sintesis de la a-metilbencilamida.

Al haber comprobado que a las condiciones de sintesis probadas se
obtienen muy buenos rendimientos, se decidié estudiar la capacidad del sistema
en la resolucion de mezclas racémicas, y para ello recurrimos a la condensacion
del acido caprico con la a-metilbencilamina (Fig. 23), de la cual se obtuvieron 44.6

+2.45 y 46 + 2.00 % de conversion al cabo de 80 y 92 h respectivamente.

- ~ Carbono quiral

Figura 23. Amina quiral, a-metilbencilamina.
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Estas conversiones nos hacen suponer que la lipasa es capaz de resolver
la mezcla racémica. En otras palabras, al obtener solo el 46% de conversion al
equilibrio después de 92 horas, inferimos que la lipasa reconoce mayoritariamente
un enantiémero (R 6 S). La deduccion anterior se apoya en las conversiones
similares obtenidas en las sintesis de las otras amidas (vainillinamidas,
bencilamidas y 3-metoxibencilamidas), en donde las conversiones por arriba del
95% después de 76 horas, equivalen a las conversiones obtenidas para un solo
enantiomero. De manera particular, como en este caso, para aquellos productos

obtenidos a partir del residuo acilo de 10C’s de longitud.

5.2. Analisis comparativo de la sintesis de amidas.

La mayor parte de los trabajos que hay en sintesis de amidas centran su
atencién en la naturaleza del grupo acilo y son pocos en los que se hace un
estudio global en donde se reconozca la importancia de los sustituyentes o
naturaleza quimica del agente nucleofilico.

En las reacciones de sintesis aqui estudiadas destacan las excelentes
conversiones alcanzadas asi como el poco tiempo que se requiere para alcanzar
el equilibrio. Esto permite deducir que el efecto que tiene el medio de reaccién es
significativamente mas intenso que el efecto de la naturaleza de los sustratos que
intervienen en el proceso.

Al comparar el coeficiente de particion de las aminas (logP o bien
“hidrofilicidad”) podemos observar que existen diferencias significativas entre ellas
(vainillinamina logP = 0.06", 3-metoxibencilamina logP = 1.0, bencilamina logP =
1.09 (Sangster J. 1989)). Como se ha comentado con anterioridad, en la sintesis
enzimatica, la solubilidad de los componentes de la reaccion en el medio es un
factor determinante en la conversion al equilibrio, sin embargo, a pesar de existir

una diferencia en los coeficientes de particion (logP) en el solvente utilizado

" Valores calculados con el programa ACD Labs.
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(2M2B), no hay correlacion de éste coeficiente con las conversiones al equilibrio
(Fig. 24).
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Figura 24. Efecto del residuo acilo en las conversiones al equilibrio en la sintesis de

amidas. Para todas la sintesis n = 3.

En términos de velocidad inicial, el pKa de las aminas se puede
correlacionar con el poder nucleofilico del compuesto, es decir, a menor pKb o
mayor pKa, el poder nucleofilico es mayor y a mayor poder nucleofilico, la
velocidad inicial de sintesis supone debe ser mayor. Al comparar los pKa's de las
aminas (vainilinamina pKal = 10.16* 3-metoxibencilamina pKal = 9.63*
bencilamina pKal = 9.5%), observamos que presentan una correlacién no lineal

con las velocidades iniciales de sintesis como se muestra en la figura 25.

51



RESULTADOS Y DISCUSION

12
10.60 £0.13
10 | B Bencilamida
0O 3-metoxibencilamida
] Vainillinamida
£ 8 5.88 + 0.75
{u
£ T
E L
S 44 213 +0.87
2 - 0 \‘\\\_
\\\
0 -
Amidas

Figura 25. Velocidades iniciales de la sintesis de las aminas con el residuo acilo de
8C’s. Todas las reacciones se hicieron por triplicado.

La correlacion entre la velocidad inicial de sintesis y el poder nucleofilico de
los sustratos es un tema en el que hay controversia. Por un lado esta el grupo de
Kawamoto y col. (Kawamoto T., et al. 1999), que afirman la existencia de una
correlacion directa entre el poder nucleofilico del sustrato y la velocidad inicial de
sintesis de amidas con lipasas. En contraposicion esta el grupo de Ohrner y col.
(Ohmer N., et al. 1996), que al comparar entre la velocidad inicial de sintesis
enzimatica de amidas, tioésteres y ésteres no encuentran dependencia con el
poder nucleofilico de los sustratos. En este mismo sentido, el analisis comparativo
entre las velocidades de sintesis y los pKa's de nuestros sustratos apoya lo
reportado por Ohrner y col., en donde, contrario a la quimica orgénica, la velocidad
inicial de sintesis no esta en funcion del poder nucleofilico del sustrato o aceptor
de acilo. Incluso, la velocidad inicial de sintesis es indirectamente proporcional al
pKa de las aminas, por lo que al parecer, son los impedimentos estéricos entre los
sustituyentes del anillo los que dificultan la catalisis y provocan una disminucién en
las velocidades iniciales de sintesis.

Tanto en las conversiones al equilibrio como en las velocidades iniciales de
sintesis, al comparar la naturaleza del residuo acilo observamos que entre todas

las longitudes de cadena probadas no hay mayor diferencia, salvo para aquella
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amida que parte del etil butirato, el cual, por ser un sustrato con una cadena

alifatica tan pequena, no es un sustrato adecuado para las lipasas.
5.3. Hidrdlisis de amidas por medio de lipasas.

5.3.1. Escrutinio de lipasas.

Este ensayo se llevé a cabo con las siguientes lipasas: Novozym 435,
Amano Lipasa, Lipozyme, Lipasa AY, Novozym 677, Novozym 525, Greasex,
Esterasa Diversa 001, 004 y 005. Las lipasas, a diferencia de otras enzimas,
llevan a cabo la catélisis de manera preferencial en la bifase formada por el
sustrato y el medio de reaccién (Pleiss J., et al. 2000). Por ello, este ensayo se
llevé a cabo en agua a una temperatura de 70 °C, a la cual el sustrato utilizado
(capsaicina) se funde (p.f. 65 °C), formando asi una bifase liquido-liquido con el
medio.

El analisis cualitativo de este ensayo se llevo a cabo en TLC y de todas las
lipasas probadas, la lipasa B de C. antarctica inmovilizada, Novozym 435, fue la
que presentd mayor conversion al término de la reaccion. Cabe mencionar que la
misma lipasa en solucion, Novozym 525, tambiéen hidrolizé a la capsaicina, pero en
menor proporcion (Tabla 9).

A partir de este resultado, decidimos continuar los ensayos de hidrolisis

posteriores con la lipasa Novozym 435.

Tabla9. Enzimas capaces de hidrolizar a la capsaicina. Con el simbolo (+) se denota
aquellas que si llevaron a cabo la catdlisis y por el contrario, con el simbolo (-), aquellas

que no lo hicieron.

LIPASA HID. LIPASA HID. LIPASA HID.
Novozym 435 - Lipasa AY - Greasex -
Amano Lipasa - Novozym 677 - |E.Diversa1,4y5 -

Lipozyme - Novozym 525 +
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5.3.2. Efecto de la cadena alifatica.

De manera similar a la sintesis de amidas, se decidié estudiar el efecto de
la cadena hidrofébica en la hidrélisis de amidas por medio de lipasas. Para tal
efecto se sometieron las vainilinamidas sintetizadas previamente (C4; a Cy6) a
hidrélisis por medio de la lipasa Novozym 435. Los ensayos se llevaron a cabo en
viales de 7 ml con un volumen de reaccion de 5 ml de agua desionizada, todos
ellos a una temperatura de 70 °C, con 6 mg/ml de enzima y a una concentracion
de sustrato de 1.5 mM. Como se puede observar en la figura 27, en la que se
representa la velocidad inicial de hidrdlisis en funcién del nimero de carbonos del
residuo acilo, existe una preferencia de la enzima por el sustrato con longitud de
cadena alifatica de 10 carbonos.

Cinéticas a So 1.5mM

0.08

oVvVC4 m VCs8 A VCi0 X VCi2 o VCi4 e VC16

0.05 1

[Van] mM

0.02 A

-0.01
t(hr)

Figura 26. Hidrdlisis de las vainillinamidas (C; a C4¢) 2 70 °C, [S] = 1.5 mM y 6 mg/ml de
enzima. Amidas con residuo acilo de 4C’s (o), 8C’s (m), 10C's (A), 12C's (x), 14C’s (o) y

16C’s () de longitud. Para todas las reacciones n = 3.

Como se ha expresado con anterioridad, las lipasas, contrario a las
esterasas, tienen gran preferencia por cadenas alifaticas largas (>8C’s) (Krishna
S. H.,, et al. 2002; Schmid R. D., et al. 1998; Schmitt J., et al. 2002). Esta

predileccion tiene un comportamiento tipo campana, con un maximo en
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determinada longitud de residuo acilo, dependiendo de cada lipasa, en el que al
disminuir o aumentar la longitud de la cadena se observa una disminucién en la
actividad de la lipasa. En este mismo sentido, en la hidrélisis de las
vainillinamidas, Novozym 435 muestra cierta preferencia por la amida con residuo
acilo de 10C’s y la velocidad decae conforme aumenta o disminuye la longitud de
la cadena. A pesar de esta observacion, hasta este punto dicha preferencia no
podia ser determinante ya que los sustratos estaban presentes en estados fisicos
distintos (a 70 °C las amidas de C4 a C,, estan presentes en estado liquido y de
C14 a Cyg carbonos en estado sélido). Esta diferencia en los estados fisicos de las
amidas podria modificar la preferencia de la lipasa por uno u otro residuo acilo.
Por lo tanto, se llevo a cabo un segundo experimento en el que Unicamente se
vario la temperatura con el objetivo de modificar el estado fisico de al menos uno

de los sustratos, como se muestra a continuacion.

5.3.2.1. La importancia del estado fisico de las amidas.

Debido al fenomeno de activacion interfacial caracteristicos de las lipasas
(aumento de la actividad en presencia de una bifase aceite-agua), al encontrarse
las amidas en estados fisicos distintos a 70 °C (liquidas de C4 a Cy2 y solidas de
Ci4 a Cqg), la preferencia de la lipasa por la amida con el residuo acilo de 10C’s
podria interpretarse mal. En otras palabras, mientras que en la hidrdlisis de las
amidas con residuo acilo de 4C’s a 12C’s de longitud se produce una clara bifase
aceite-agua que podria inducir la activacion interfacial de la lipasa, en la hidrolisis
de las amidas con cadena alifatica de mayor tamano (Ci4 a Cyg), el sistema es
heterogéneo (solido-agua), lo cual podria dificultar el debido funcionamiento de la

enzima.
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Figura 27. Perfil de velocidades iniciales a 45 y 70 °C en funcion del numero de
carbonos del residuo acilo. La escala de velocidad inicial de hidrélisis a 45 °C (m) del lado
derecho de la figura y a la izquierda la correspondiente a 70 °C (o). La concentracion de

sustratos fue de 1.5 mM en todos los casos. Para todas las reacciones n = 3.

Con la variacién en la temperatura se logré modificar el estado fisico de la
amida con residuo acilo de 12C’s, la cual a 70 °C se encontraba en estado liquido
y a 45 °C en estado sélido. A pesar de este cambio en el estado fisico, el perfil de
preferencia de la lipasa no se modificd, tal como se muestra en la figura 28, en la
que al comparar la velocidad inicial de hidrdlisis a 45 °C y 70 °C, en funcién del
numero de carbonos del residuo acilo, el perfil de preferencia de la lipasa no se vio
afectado dado que el comportamiento sigmoidal se respeta a ambas temperaturas
y gracias a ello, se logré discemir entre la preferencia de la lipasa por un tamano
de cadena y la importancia del estado fisico del sustrato.

A pesar de los claros indicios de una preferencia de la lipasa Novozym 435
por la amida con cadena alifatica de 10C’s, no podiamos descartar la posibilidad
de que esta aparente predileccion se debiera a las distintas solubilidades de los
compuestos. Para responder esta pregunta se llevdo a cabo un barrido de
concentraciones de sustrato para poder determinar si el fendmeno de activacién

interfacial estaba presente.
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5.3.2.2. Barrido de concentracion.

El fendmeno de activacion interfacial que sufren las lipasas ha sido
exhaustivamente estudiado. En mediciones de velocidad inicial es preciso tener
precaucion pues este fendmeno puede ser causa de falsa interpretacion de los
resultados. Una manera de evitar este problema al trabajar con lipasas es hacer
un barrido de concentracion con el fin de determinar si se esta o0 no manifestando
dicha activacion.

En un barrido de concentracion se presenta la activacion interfacial a partir
del momento en el que la concentraciéon de sustrato alcanza la saturacion en el
medio y se forma un sistema bifasico. A partir de ese momento, la actividad de la
enzima muestra un incremento sustancial y graficamente el fendmeno queda

representado como se muestra en la figura 29.
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Figura 28. Representacion del fenémeno de activa;cic'm interfacial de la lipasa de
pancreas de puerco (PPL), en donde se muestra la velocidad de hidrdlisis de triacetin
(TC2) emulsificado en goma arabica, en funcion de la concentracion de sustrato. La
ordenada esta expresada como un porcentaje de la velocidad maxima observada en la
hidrélisis de trioleina (Verger R. 1997). La linea punteada representa la concentracion de

sustrato a la cual el sistema emulsifica.
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En la figura anterior se observa la activacion interfacial que sufre la lipasa
del pancreas de puerco (PPL, por sus siglas en inglés) en la hidrdlisis de triacil
gliceroles de cadena corta (TC2). Cuando la concentracion de TC2 es tan
pequena, que todo se encuentra soluble en el medio, podria pensarse que la
lipasa tiene un comportamiento tipo Michaelis Menten normal. Sin embargo, al
aumentar la concentracion de sustrato hasta la saturacion, la actividad especifica
sufre un repentino y considerable aumento, debido a que en ese punto el
fenomeno de activacion interfacial comienza a manifestarse.

Con el fin de estudiar la posibilidad de que en nuestro sistema se
presentara o no esta situacion y asi confirmar la preferencia de Novozym 435 por
la amida con residuo acilo de 10C’s, se llevaron a cabo experimentos a distinta
concentracion de sustrato. En este barrido de concentracion se observaron tres
fases o estadios: a concentraciones bajas el sustrato estaba completamente
soluble en el medio, al aumentar la concentracién se presenté un sistema turbio o
emulsificado, y finalmente a concentraciones altas se presento un bifase entre el
medio y el sustrato.

Como se puede observar en la figura 30, a pesar de haber explorado tres
estados del sistema (homogéneo, emulsificado y bifasico), la lipasa no sufre un
aumento en la actividad, caracteristico de aquellos sistemas en los que se
manifiesta la activacién interfacial, lo que nos lleva a concluir que efectivamente
Novozym 435 tiene una preferencia por la amida con residuo acilo de 10C’s y no
presenta el fenéomeno de activacion interfacial.

Cabe aclarar que la lipasa con la que se hizo este ensayo (lipasa B de C.
antarctica inmovilizada), presenta en su estructura la o hélice responsable del
fenomeno de activacion interfacial en la mayoria de las lipasas. Sin embargo, en el
estado basal de esta enzima en particular, ésta hélice se encuentra abierta, por lo
que el sitio activo se encuentra expuesto sin necesidad de una interfase agua-
aceite (Krishna S. H., et al. 2002). En este mismo sentido, a esta o hélice en las
lipasas de P. glumae, P. aeruginosa, o C. antarctica B, se le ha atribuido una
funciéon de anclaje a la interface aceite-agua (Otto R. T., et al. 2000; Verger R.
1997).
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Figura 29. Grafica representativa de la velocidad inicial de hidrélisis de la vainillinamida
con residuo acilo de 8C’s en funcién de la concentracion de sustrato, en donde se
muestra que no hay activacion interfacial. Hidrélisis a 70 °C con 6 mg/ml de enzima

(Novozym 435) en 5 ml de agua.

5.3.3. Efecto del grupo saliente (amina).

Para estudiar las caracteristicas estructurales del grupo amina que pueden
influir en la hidrélisis de amidas por medio de lipasas, recurrimos a las
vainillinamidas y a otras dos variantes: monosustituidas (3-metoxibencilamidas) y

sin sustituyentes (bencilamidas).
Como se puede apreciar en la grafica (Fig. 31), el perfil de preferencia de la
lipasa por el residuo acilo con cadena de diez carbonos se mantuvo en la hidrdlisis

de las 3-metoxibencilamidas y bencilamidas.
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Figura 30. Velocidad inicial de hidrélisis de a) bencilamidas y b) 3-metoxibencilamidas.
Amidas con residuo acilo de 6C’'s (o), 8C's (o), 10C's (A) y 12C’s (m) de longitud.
Hidrdlisis a 70 °C a una concentracion de sustrato de 1.5 mM y 6 mg/ml de enzima
(Novozym 435) en 5 ml de agua. Para todas las reacciones n = 3.

De todas las amidas probadas, incluyendo las vainillinamidas, las amidas
bencilicas son las que tienen puntos de fusion mas elevados (datos no
mostrados), y en las hidrélisis a 70 °C de estas ultimas no se presenta una
interfase aceite-agua, por lo que, apoyando lo observado en la hidrolisis de las
vainillinamidas, la presencia de una interfase no es necesaria para llevar a cabo la
catalisis.

Por otro lado, al comparar la velocidad inicial de hidrdlisis de todas las

amidas en funcion de la longitud del residuo acilo, observamos que la hidrdlisis de
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amidas sin sustituyentes (bencilamidas) son mas rapidas que las de sus analogas

mono (3-metoxibencilamidas) y di-sustituidas (vainillinamidas) (Fig. 32).
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Figura 31. Velocidad inicial de hidrélisis de todas las amidas en funcion del nimero de
carbonos del residuo. Las bencilamidas (o) muestran mayor velocidad de hidrdlisis,

seguidas de las 3-metoxibencilamidas (A ) y por ultimo las vainillinamidas (c)

Este resultado nos hace suponer que la presencia de los sustituyentes en el
anillo aromatico provoca impedimentos estéricos entre la enzima y los
sustituyentes del anillo bencénico, lo que dificulta o disminuye la eficiencia de la

enzima.

5.3.3.1. Poder nucleofilico del grupo saliente.

Sin descartar la posibilidad de que las diferencias en las velocidades de
hidrélisis de estas amidas (bencilamidas, vainillinamidas y 3-metoxibencilamidas)
esté dada por impedimentos estéricos entre los sustituyentes del anillo y el sitio
activo de la enzima, al graficar la velocidad inicial de hidrdlisis de cada amida
compartiendo el mismo residuo acilo (C10 en este caso) en funciéon de los pKb’s
de las aminas (poder nucleofilico), observamos que si hay una correlacion

directamente proporcional (Fig. 33).
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Figura 32. Velocidad inicial de hidrdlisis de las tres amidas con residuo acilo de 10C’s en
funcién del pKb del grupo saliente.

La grafica anterior nos sugiere que a menor pKb, equivalente a un mayor
poder nucleofilico, la velocidad de hidrdlisis es menor lo cual puede interpretarse
de la siguiente manera: al romperse el enlace amida y formarse el complejo acil-
enzima, la entrada del segundo sustrato que disocie este complejo, esta en
funcion del poder nucleofilico de aquellas especies nucleofilicas que se
encuentren presentes en el medio, agua (-OH) y amina (-NH,) en este caso. En
otras palabras, para romper el complejo acil-enzima es necesaria la adicion de un
nucledfilo fuerte, por lo que al encontrarse en el medio de reaccién dos nucledfilos

fuertes (OH y NH,) la reaccion puede seguir dos caminos:

1. La hidrdlisis del complejo (ataque nucleofilico del OH del agua)

2. Lasintesis de la amida (ataque nucleofilico de la amina)

Por lo tanto, a mayor poder nucleofilico de la amina, se facilita la sintesis de

la amida dando como resultado una velocidad de hidroélisis menor.
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5.4. Tecnologia “Easy-on, Easy-off”.

Como se ha enfatizado durante el desarrollo de este escrito, los grupos
amino y amido son de gran importancia tanto en la quimica a nivel preparativa
como en la industria (farmacos, alimentos, agropecuarios, entre otros), y su
importancia reside en las propiedades fisicoquimicas que confieren a las
moléculas que las contienen. Aunado a ello, estos grupos funcionales, en
particular las aminas, son ampliamente utilizados como sintones. En especifico,
las aminas enantioméricamente puras son intermediarios quirales de gran interés
y de gran utilidad en la industria farmacéutica o de quimica fina. Un método
comunmente utilizado en la resolucion de aminas quirales es la acilacion
enzimatica selectiva de las mismas, sin embargo, la desacilaciéon que libera la
amina quiral requiere de condiciones muy severas (9<pH<2, T>200 °C) e
incompatibles con grupos funcionales sensibles. Por ello, el desarrollo de
herramientas que permitan llevar a cabo este proceso en condiciones de pH
neutro y temperatura de medio ambiente representa una gran utilidad.

La tecnologia “easy-on, easy-off’, en el caso de las aminas, se refiere a la
acilacion y desacilacion enantioselectiva de ellas mediante el uso de enzimas en
ambas reacciones. Con mas detalle, “easy on” es la acilaciéon enantioselectiva de
una mezcla racémica de aminas en donde se obtienen como productos el isémero
que no reacciond y la amina acilada (amida) que si reconocié la enzima (Fig. 34
a). El segundo paso de esta tecnologia, “easy off”, es la desacilacion o hidrdlisis
del enantiomero (en su forma amida) obtenido en el primer paso de este proceso.
De esta segunda etapa, se obtienen como productos al residuo acilo y la amina

quiral correspondiente (Fig. 34 b).
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a) CH, CHg CHy; X
Lipasa Z /J\
NH, NH, NH 0
XCOO
(R, S) (S) (R)
CH, X CH,
b) /K Lipasa
NH 0 NH, + XCOO
H,O
(R) (R)

Figura 33. Tecnologia “easy on, easy off”. En a) se muestra la acilacién enantioselectiva
de una de las aminas (R) de la mezcla racémica (R, S), reaccion de la que se obtiene la
amina quiral libre (S) que no fue acilada. En b) se muestra la hidrdlisis de la amida
acilada (R) en el primer paso, transformacién de la que se obtiene la segunda amina (R)
de la mezcla racémica. En esta reaccion X simboliza una cadena hidrocarbonada de

cualquier tamano.

En la primer parte de este trabajo se demostré que, la lipasa B de C.
antarctica inmovilizada (Novozym 435) es capaz de llevar a cabo la sintesis de
amidas. Ademas, se comprobé que a partir de la apropiada seleccion del medio de
reaccion, el equilibrio en la sintesis de amidas se puede desplazar hacia la
acumulacion de producto obteniéndose rendimientos mayores al 95% de
conversion demostrando que el efecto de la naturaleza del donador de acilo y de
los sustituyentes del anillo son de menor influencia que el tipo de enlace que se
esta formando. Todo lo anterior desemboca en la aplicacion de estos
conocimientos en la resolucion de una mezcla racémica, en particular, en la
condensacion de la a-metilbencilamina y el acido caprico, de cuyos resultados
suponemos enantioselectividad al haberse sintetizado solo el 50% de la
concentracion de sustrato inicial. En concreto, hasta ese punto del proyecto se
logré dar el primer paso en la tecnologia “easy-on, easy-off”.

En la hidrélisis de amidas de tipo anillo-residuo acilo, la segunda parte de

este trabajo, demostramos que la lipasa Novozym 435 tiene una preferencia por el

64



RESULTADOS Y DISCUSION

residuo acilo de 10C’s de longitud y que gracias a ello, la formaciéon del complejo
acil-enzima se ve favorecida, reflejando como efecto directo una velocidad de
hidrélisis mayor que aquellas amidas con mayor o menor nimero de carbonos en
el acilo. Por otro lado, se ha propuesto que si bien el pKa de los grupos salientes
tiene una correlacion con la velocidad inicial de hidrdlisis, también pueden existir
impedimentos estéricos entre los sustituyentes del anillo y el sitio activo de la
lipasa, por lo que los anillos sin sustituyentes se hidrolizan a mayor velocidad. Con
estos resultados abrimos la posibilidad de estudiar, comprender y establecer
algunos de los parametros que determinan la factibilidad de la hidrolisis de amidas
por medio de lipasas y a su vez explicar el hecho de que otros autores no hayan
observado actividad con determinadas amidas. Por lo que, unido a la sintesis de
amidas, la desacilacion enantioselectiva es el complemento de la tecnologia

“easy-on, easy-off”.

5.4.1. Hidrdlisis de la a-metilbencilamida.

Como se ha expresado con anterioridad, la obtencion de aminas quirales a
partir de amidas proquirales es un proceso atractivo debido a las aplicaciones que
han encontrado estos compuestos tanto en la industria farmacéutica, como en la
agroindustria. Sin embargo, la hidrélisis quimica de amidas quirales no es un
proceso selectivo, por lo que el proceso de obtencion del enantiomero deseado
consta de varias etapas de muy bajos rendimientos. Por lo anterior, el estudio de
la resolucion de amidas quirales por medio de lipasas no solo representa un
aporte de conocimiento cientifico sino que también constituye un avance
tecnolégico importante.

Con la experiencia de los resultados obtenidos en este proyecto, en
particular lo que refiere a la hidrélisis de amidas, queda de manifiesto que esta
catalisis es posible siempre y cuando se encuentren por un lado, las propiedades
estructurales de la molécula que favorezcan la formacion del complejo acil-enzima
y por otro las condiciones del medio de reaccion apropiadas que faciliten el ataque
nucleofilico al complejo formado. Por lo anterior, la amida quiral que se someti6 a

hidrdlisis fue la amida condensada a partir del acido caprico (C10) y la o-
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metilbencilamina (amina sin sustituyentes en el anillo) y como se muestra en la
figura 35, de este ensayo se obtiene una alta conversion y una buena velocidad
inicial de hidrdlisis. Cabe aclarar que esta amida proviene de una sintesis
enzimatica y como en su momento se aclaro, por las conversiones alcanzadas en

ella, suponemos que se trata de un solo enantidmero (R ¢ S) (Seccién 7.1.3).

90

60 -
=
3
2

30 1 Vi=0.286 mmol/mgE'min

0 .
0 20 40 60

T (hr)

Figura 34. Conversion al equilibrio de la hidrdlisis de la a-metilbencilamida C10 a una
concentracién inicial de 1.5 mM con 6 mg/ml de enzima en 5 ml de agua desionizada. En
donde n = 3.

En la hidrélisis de amidas, de todas con las que se hizo el ensayo
(vainillinamidas, 3-metoxibencilamidas y bencilamidas), ésta amida es la que
presenté mayor velocidad de hidrdlisis, por lo que el resultado no solo es
interesante desde el punto de vista enantioselectivo sino que resulta una

alternativa por demas atractiva en términos cinéticos.
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6. CONLUSIONES.

6.1. Conclusiones en la sintesis de amidas por medio de lipasas.

Después de haber sintetizado una serie de amidas con caracteristicas

estructurales similares a la molécula de la capsaicina los resultados nos permiten

llegar a las siguientes conclusiones:

Novozym 435 mostré una vez mas ser una enzima util en la acilacion
de aminas.

El sistema electo, condiciones de temperatura, tipo de solvente,
cantidad de enzima, concentraciéon de sustratos, volumen de
reaccion, etc., nos permite obtener conversiones por arriba del 95%
de conversion para todas las amidas sintetizadas.

Se demostro que en la sintesis de amidas del tipo anillo-residuo acilo
el equilibrio se desplaza hacia la sintesis de las mismas en funcion
de la hidrofobicidad del solvente en el que se lleve a cabo la
reaccion.

Se propone que las bajas conversiones obtenidas en n-hexano no
solo estan en funcioén de la solubilidad de las amidas, sino que es un
efecto sinérgico entre la solubilidad de los sustratos y productos, asi
como del tipo de enlace que se forma en la reaccion.

Se demostré que independientemente de la naturaleza del donador
de acilo y de la longitud del acido se obtienen conversiones por
arriba del 95%.

La velocidad inicial de sintesis y la conversiéon al equilibrio son
independientes de los sustituyentes del anillo, del poder nucleofilico
de las aminas y del coeficiente de particion de las mismas.

La enantioselectividad de la lipasa se respeta a pesar de la
capacidad del solvente para solubilizar mas amida de la obtenida en

la sintesis de la a-metilbencilamida.
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La conversion en la resolucion de la mezcla racémica por medio de
la sintesis de la amida con el residuo acilo de 10C’s de longitud es
mayor a las reportadas en otros solventes mas hidrofébicos que el
2M2B.

6.2. Conclusiones de la hidrélisis de amidas por medio de lipasas.

Con la hidrdlisis de las amidas sintetizadas en este proyecto con

caracteristicas estructurales similares entre ellas podemos llegar a las siguientes

conclusiones:

La hidrdlisis de amidas por medio de lipasas “in vitro” es posible
siempre y cuando se encuentren las condiciones adecuadas para
ello.

La formacién del complejo acil-enzima es crucial en la hidrélisis de
amidas y de él depende en gran parte que la catalisis se lleve a
cabo.

La lipasa Novozym 435 tiene una preferencia por la cadena con
10C’s de longitud y decae conforme aumentan o disminuyen la
cantidad de carbonos de la cadena.

La velocidad de hidrdlisis de las amidas probadas depende de la
longitud del residuo acilo, encontrando un maximo en aquellas con
residuo acilo de 10C’s de longitud.

Los sustituyentes en el residuo acilo disminuyen la velocidad de
hidrdlisis de las amidas con estructura molecular parecida a la de la
capsaicina y esto puede estar asociado con impedimentos estéricos
entre los sustituyentes del anillo y el sitio activo de la enzima.

La velocidad de hidrdlisis por medio de lipasas es dependiente del
poder nucleofilico del grupo saliente, cuanto mayor sea este poder,

menor es la velocidad de hidrdlisis.
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e La lipasa mostré en la hidrélisis de la amida quiral que lleva a cabo la
catalisis a una buena velocidad inicial y que de ella se obtienen muy

buenas conversiones.

6.3. Conclusiones en conjunto de sintesis e hidrolisis de amidas por medio

de lipasas.

e Se elaboraron las herramientas que permiten el desarrollo de la
tecnologia “easy on, easy off’ en la resoluciéon de la o-

metilbencilamina.
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