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Resumen

La ingenieria del Medio de Reaccion (IMR) fue utilizada para la acilaciéon enzimatica
guimioselectiva de moléculas bifuncionales del tipo amino-alcohol. Se utilizdé como
modelo de estudio la acilacién enzimatica del 6-amino-1-hexanol con acido oleico como
donador de acilo en medios organicos y usando a la lipasa B de Candida antarctica como
catalizador. Primeramente el sistema se evalué de manera tedrica realizando el calculo de
los coeficientes de actividad termodinamica de los posibles productos de reaccién con el
fin de elucidar los disolventes mas propicios para la acumulacion selectiva del producto
deseado. Estos calculos, demostraron que los productos hidrofébicos como el O-
oleoilaminohexanol (éster) y el N,O-dioleoilaminohexanol (diacilado), tienen una afinidad
mayor por disolventes de su misma naturaleza y una menor afinidad por medios de
naturaleza polar como el dimetilsulféxido (DMSO) y la piridina. Contrariamente, un
producto polar como el N-oleoilaminohexanol (amida) mostrd una afinidad superior por
disolventes polares y poca afinidad por medios hidrofdobicos. Considerando las
observaciones tedricas, se eligieron los disolventes y se evalué experimentalmente la
reaccion modelo utilizando al n-hexano como sistema hidrofdbico y al 2-metil-2-butanol
(2M2B) como medio de reaccién polar. Los resultados observados en estas reacciones
correlacionaron con el comportamiento tedrico, exhibiendo al sistema n-hexano como
medio propicio para la acumulacion preferencial los productos hidrofdobicos (éster y
diacilado) con rendimientos superiores al 90%. De la misma forma, se acumulé de manera
quimioselectiva el producto polar amida con un rendimiento del 84.5% en el sistema
2M2B, corroborando los calculos tedricos. No obstante que para el sistema n-hexano la
acumulacién de productos hidrofdobicos fue superior al 90%, la concentracion final del
producto éster fue menor al 25%. Considerando esta limitante, se aprovechd la mayor
velocidad de sintesis de este compuesto con respecto a las velocidades observadas para la
sintesis de los demas productos (control cinético) y de esta manera fue posible obtener al
producto éster con rendimientos del 80% en n-hexano. Contrario a lo reportado en la
literatura, la elucidacién estructural de los productos de reaccion y el analisis de los
perfiles cinéticos, permitieron demostrar que es posible sintetizar amida en este tipo de
sistemas. En efecto, los resultados de este trabajo permitieron demostrar que su
acumulacién puede ser posible por acilacién directa del grupo amino libre del 6-amino-1-
hexanol y/o por hidrélisis del enlace éster del producto diacilado.



1. Introduccion

La industria quimica es un sector en continuo crecimiento y desarrollo, donde
existe un interés permanente en la creacién y mejoramiento de métodos mas eficientes
de sintesis, orientados a mejorar o simplificar los procesos actuales. En este sentido, la
busqueda de rutas novedosas de transformacidn generalmente se enfoca al desarrollo de
procesos altamente selectivos (regio-, quimio- y estéreoselectivos), teniendo como
principal objetivo la disminucién de subproductos o impurezas (Mark D. et al., 2007).

Una de las complicaciones mds importantes en procesos de transformacion se
origina cuando diferentes grupos funcionales exhiben reactividad similar y coexisten en un
mismo sustrato. Estas situaciones recurrentes en procesos de sintesis de farmacos, en
donde es comun encontrar moléculas polifuncionales. Bajo estas circunstancias, la
quimioselectividad, que tiene por objetivo mejorar el reconocimiento de un sélo grupo
reactivo para la formacion selectiva del producto de interés, se vuelve una estrategia por
demads relevante en procesos de sintesis. Asi, un proceso quimioselectivo tendra como
finalidad aumentar el reconocimiento de un grupo funcional especifico, evitando la
formacién de subproductos indeseados y disminuyendo con ello el nimero de etapas del
proceso (Nahmany M. y Melman A., 2004). Es importante subrayar que las politicas
actuales referentes al desarrollo de nuevos procesos de sintesis estdn encaminadas al
establecimiento de procesos sustentables, es decir, que no comprometan los recursos
para satisfacer necesidades futuras. En este sentido, es deseable que el desarrollo de
métodos alternativos de sintesis quimioselectiva, contemplen el uso de tecnologias mas
limpias y amigables con el medio ambiente.

Una parte importante de la industria de la sintesis organica dirigida a la produccién de
farmacos integra dentro de sus procesos diversos grupos funcionales. Entre los mas
frecuentes, se pueden encontrar a las aminas, los alcoholes y sus respectivos derivados
acilados amidas y ésteres. De hecho, un estudio reveld la alta frecuencia de las reacciones
de acilacidn en sintesis organica, en donde los enlaces amida representaban el 50% de los
farmacos sintéticos reportados hasta ese momento, mientras que los enlaces éster
constituian cerca del 25%. Asimismo, en farmacos naturales la presencia de estos enlaces
era de 10% y 35% respectivamente (Henkel T. et al., 1999).

Dada la reactividad similar entre las aminas y los alcoholes en reacciones de
acilacién, los procesos que involucran moléculas bifuncionales de tipo amino-alcohol
generalmente dan como resultado una mezcla de amidas, ésteres y/o moléculas
diaciladas. De hecho, debido a que el grupo amino suele ser mejor nucledfilo que el grupo
hidroxilo, las reacciones de acilacién se ven frecuentemente favorecidas hacia la sintesis
de amidas. Asi, los métodos clasicos de sintesis selectiva de ésteres en moléculas de este
tipo requieren de la proteccién de los otros grupos amino presentes en la molécula (con la
consecuente desproteccidon de los mismos al final del proceso). Esta estrategia, aunque
util y eficaz, incrementa el nimero de etapas del proceso y la complejidad del sistema, en
consecuencia, los costos de produccion.



En afios recientes, gracias a la alta selectividad de las enzimas, el uso de
biocatalizadores ha representado una alternativa efectiva para aumentar la eficiencia de
los procesos de sintesis. De hecho, actualmente existen mas de 150 procesos a gran escala
para la elaboracion de quimicos finos en los cuales las enzimas tienen una participacién
importante dentro del proceso (Boy Cornils, 2008). Uno de los factores que han
contribuido de manera crucial en la integracion de las enzimas en dichos procesos de
sintesis es que muchas de ellas presentan una alta compatibilidad con medios de reaccién
no acuosos, medios usados con mayor frecuencia en sintesis orgdnica. En este sentido,
enzimas tales como las lipasas, ademas de la amplia variedad de reacciones de acilacion
gue pueden catalizar, han demostrado su utilidad en sintesis organica debido a su alta
estabilidad y actividad en solventes organicos (Schmid R.D y Verger R., 1998).

En términos del control de la selectividad en procesos enzimaticos, las estrategias
mas utilizadas se pueden agrupar en dos categorias principales. La primera de ellas
consiste en ejercer un control cinético en el sistema, en donde, por efecto de la naturaleza
de la enzima y del disolvente, se favorezca la transformacion de uno de los grupos
reactivos por su mayor velocidad de reaccidn. De esta manera la selectividad estard
definida por la velocidad especifica de transformacion de cada uno de los grupos. Un
segundo enfoque consiste en la manipulacién del medio de reaccién mediante el control
de las propiedades termodinamicas del sistema (Carrea G. y Riva S., 2000). Basandose en
la estimacion de las interacciones generadas entre el medio de reaccion con los sustratos
y productos, esta estrategia, conocida como Ingenieria del Medio de Reaccion (IMR),
permite disefiar medios de reaccidn a la medida, mejorando de forma sensible el control
de la selectividad de los procesos. Actualmente, se cuenta con herramientas
computacionales que permiten un disefio racional del medio de reaccidn, basdndose en
calculos cuantico-termodinamicos de las interacciones de las especies reactivas en un
medio de reaccion en particular. De esta manera, se han estudiado cambios en la
polaridad del medio de reaccion con el fin de alterar las interacciones entre los
componentes de la reaccién y asi favorecer la acumulacion del producto de interés al
equilibrio (Castillo E. et al., 2003).

Considerando lo anterior, el presente proyecto plantea el uso de la IMR para el
control de la quimioselectividad en sistemas de reaccidon enzimaticos. Para ello el proyecto
se apoyo en el uso del modelo COSMO-RS (COnductor-like Screening MOdel for Realistic
Solvents), como herramienta para el disefio del medio de reaccién. Este modelo se basa
en considerar al medio de reaccion como un solvente virtual continuo, el cual es descrito
mediante una combinaciéon de calculos quimico-cuanticos para solutos y solventes y en
procedimientos de termodindamica estadistica (Klamt A. et al., 1998). Particularmente, se
estudiaron las reacciones de acilacién sobre la molécula bifuncional 6-amino-1-hexanol,
utilizando como biocatalizador la lipasa B de Candida antarctica inmovilizada. Dado que el
caracter bifuncional de los amino-alcoholes induce dos vias de transformacion posibles
(contiene un grupo amino e hidroxilo), el estudio del control de la quimioselectividad del
proceso constituyd el tema central de este trabajo.



2. Antecedentes
2.1 Quimioselectividad

En el contexto de los procesos de transformacién quimica, uno de los mayores
obstaculos se origina cuando dos o mas grupos funcionales exhiben reactividad similar y
coexisten en un mismo sustrato. Estas circunstancias provocan reacciones laterales que
dan lugar a productos no deseados, ocasionando pasos complejos de purificacion y en
consecuencia elevan el costo de los procesos. Dentro de la quimica convencional, una de
las estrategias mas recurrentes para contender con el problema, es la proteccion y
desproteccion de grupos funcionales especificos. Esta opcion, aunque efectiva, implica
varias etapas que complican la sintesis y afectan los rendimientos (Bellot J.C., 2001). Bajo
esta problematica, la quimioselectividad, que consiste en el reconocimiento preferencial
de un grupo reactivo sobre otros presentes en la misma molécula, se vuelve un objetivo
crucial. Asi, un proceso quimioselectivo tendra como objetivo disminuir el nimero de
etapas del proceso, facilitar la sintesis del producto de interés, evitar la formacién de
subproductos indeseados y facilitar la purificacion (McNaught A.D., 1997).

Una de las reacciones mas ampliamente utilizadas en el area de sintesis quimica es
la reaccién de acilacién (figura 1). De hecho, de entre la gran variedad de productos
quimicos acilados producidos a gran escala, son de especial relevancia los ésteres y las
amidas (Sivasamy A. et al., 2001).
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Figura 1. Reacciones de acilacion entre donadores de acilo y nucledfilos, a)
esterificacion, b) amidacién.

En el caso particular del sector farmacéutico, se estima que el 45% del total de
moléculas con actividad farmacoldgica presentan funciones alcohol (-OH) y/o amino (-
NH,, -NH-, -N=), asi como la presencia de los derivados correspondientes ésteres y/o
amidas. Una gran parte de estas moléculas de interés farmacolégico contienen incluso
mas de uno de estos grupos funcionales en su estructura, correspondiendo generalmente



a compuestos bifuncionales de tipo amida/éster y amino/alcohol (Henkel T. et al., 1999).
Debido al requerimiento de un control estricto de la pureza y calidad quimica de los
compuestos polifuncionales en la industria farmacéutica, el desarrollo de procesos
guimioselectivos eficientes presenta una complejidad particular. En este sentido, ya se ha
mencionado la necesidad de proteccion y desproteccion de los grupos funcionales para la
obtencion de procesos quimioselectivos eficientes para la acilacién de amino-alcoholes.
De hecho la necesidad de las etapas de proteccion se requieren por la mayor
nucleofilicidad del grupo amino, lo cual orienta de manera preferencial la reaccién hacia la
sintesis de ésteres. Cabe sefiala que si bien se han reportado un nimero importante de
estrategias para la proteccion de grupos amino, existe una disponibilidad limitada de
métodos eficientes para la proteccion de grupos hidroxilo.

Un ejemplo de las técnicas usadas para llevar a cabo la O-acilacién de manera
selectiva sobre un amino-alcohol, es elevar la acidez del medio de reaccion de manera que
el grupo amino libre se protone por completo y quedé “protegido” mediante la formacion
de una sal. Alternativamente, se ha reportado frecuentemente en la literatura el uso de
cloruros de acilo en reaccion con el hidrocloruro del amino-alcohol correspondiente, en
una mezcla de acetonitrilo y benceno como medio de reaccién a reflujo (Nahmany M. y
Melman A., 2004). Es importante mencionar que estas metodologias, ademas de llevarse
a cabo a condiciones extremas de temperatura (cercanas a 200 °C), de pH (presencia de
acidos o bases fuertes), generalmente presentan baja quimioselectividad. Asi,
considerando las exigencias actuales de la quimica fina y la necesidad de moléculas con
estructuras cada vez mas especificas, estos procesos de acilacién quimica pueden volverse
costosos y complicados. En los ultimos afios, en afan de procesos mas amigables, mas
limpios, sencillos y menos costosos, herramientas de sintesis como el uso de enzimas
como biocatalizadores son una alternativa de interés en el area (Florian Le Joubioux, et
al., 2011).

2.2 Biocatalisis

2.2.1 Enzimas

Durante los ultimos afos, el empleo de biocatalizadores en el drea de sintesis
orgdnica se ha convertido en una alternativa muy atractiva con respecto a los procesos
guimicos convencionales. Estos biocatalizadores son proteinas cataliticas de alta
eficiencia, capaces de catalizar procesos quimicos aumentando las velocidades de
reaccién hasta 10 veces con respecto al proceso en ausencia de un catalizador. Son los
hechos de que las enzimas presenten una alta regio-, estéreo- y quimioselectividad en las
reacciones que catalizan, y que los procesos se realicen en condiciones de temperatura y
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pH relativamente suaves (T < 75°C, pH = 7) lo que ha generado que estos catalizadores
bioldgicos tengan un impacto creciente en el drea de la sintesis organica (Faber K., 2011;
Drauz et al., 2002; Patel R.N., 2000). En resumen, los procesos biocataliticos son menos
agresivos, menos contaminantes, consumen menos energia que las metodologias
guimicas tradicionales y pueden disminuir los costos de produccién. De hecho, el interés
por el uso de biocatalizadores en la industria quimica ha sido posible gracias al numero
creciente de investigaciones realizadas en el area de la sintesis y se refleja en el aumento
constante de reportes en donde se realizan transformaciones quimicas con enzimas,
microorganismos y anticuerpos cataliticos (Jones et al., 1997).

2.2.2 Enzimas en procesos quimioselectivos

En afios recientes se han reportado diversas posibilidades para el control de la
quimioselectividad en procesos catalizados por enzimas. Uno de estos reportes, indica la
posibilidad de glicosilar de manera especifica moléculas que contienen grupos fenol y
alcohol, utilizando enzimas del tipo glicosiltransferasa (figura 2) (Mena-Arizmendi et al.,
2011). En este tipo de procesos la quimioselectividad resulté ser un efecto de las
propiedades cataliticas particulares de las enzimas utilizadas, en donde la glicosilacion del
hidroxilo fendlico presentéd una velocidad y eficiencia casi 10 veces mayor que la
glicosilacion sobre el alcohol primario. Por otro lado, se ha reportado que bajo ciertas
condiciones determinadas por la naturaleza del medio de reaccién era posible orientar la
naturaleza de la transformacion enzimatica. Asi, en una reaccion entre un nucledfilo y un
éster alfa-beta insaturado, la lipasa B de Candida antarctica (CalB) puede llevar a cabo una
reaccion de tipo Michael o la amidacidn del carbonilo correspondiente (J. Priego et al.,
2009).
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Figura 2. Glicosilacién enzimatica especifica sobre un hidroxilo fenélico en presencia de un
alcohol primario (Mena-Arizmendi et al., 2011).

La acilacién enzimatica sobre aminas y alcoholes, se ha reportado como un proceso
eficiente para la sintesis de amidas y ésteres. En este sentido, el tipo de enzimas utilizadas
han sido generalmente hidroliticas, tales como las proteasas, las amidasas y las lipasas
(Vonderhagen et al., 1999). Asi por ejemplo, dentro de la industria alimentaria, de
perfumes y farmacéutica, el uso de esterasas y proteasas ha sido significativo en Ia
produccién de precursores esterificados como azlcares, compuestos aromaticos y
farmacos quirales o la resolucidn enzimatica de aminas quirales (Panda et al., 2005;
Bradbury A.F. et al., 1991; Van Rantwijk F. et al., 2004; Kallenberg et al., 2005).

Si bien los procesos para la sintesis enzimatica de ésteres y amidas se reportan
generalmente como procesos altamente eficientes, dichos procesos han sido
desarrollados de manera independiente, es decir en procesos con moléculas
monofuncionales. En efecto, la acilacion directa y selectiva sobre moléculas que presentan
funciones amino y alcohol en si mismas no es una tarea sencilla. De hecho, es comun
encontrar en reacciones de acilaciéon enzimatica de moléculas bifuncionales, mezclas
complejas de amidas, ésteres y productos diacilados.

Las enzimas mas utilizadas para la acilacién de sustratos del tipo amino-alcohol son
las lipasas. Una de las estrategias usadas con estas enzimas para resolver
guimioselectivamente este tipo de moléculas, es aprovechar la mayor velocidad con la
que catalizan la reaccion de esterificacién. De este modo, al detener la reaccién de
acilacién a tiempos cortos, se logra favorecer la O-acilacion de manera selectiva (Florian
Le Joubioux, et al., 2011). Una metodologia alternativa en donde se han utilizado lipasas
como biocatalizadores, consiste en bloquear el grupo amino mediante cambios en su



estado de ionizacién. En este sentido se reporta la acilacion selectiva sobre el hidroxilo de
un amino-alcohol con rendimientos superiores al 80% (Husson E. et al., 2009).

Ademas de las lipasas, enzimas proteoliticas como la subtilisina (especificas para la
hidrdlisis de enlaces amida) han sido utilizadas para lograr acilaciones quimioselectivas en
amino-alcoholes, pero con rendimientos muy bajos (Chinsky N., 1988). Cabe mencionar
gue en general, la sintesis enzimatica de este tipo de compuestos (amidas, ésteres y
diacilados) mediante el uso de enzimas hidroliticas, requiere de condiciones de bajo
contenido de agua en el sistema. Esto para favorecer la solubilidad de moléculas
hidrofdbicas y para, disminuir al maximo la reaccién de hidrdlisis. Asi, las condiciones que
mas se han utilizado para cumplir con estas propiedades del medio han sido el empleo de
disolventes organicos como medios de reaccion (Pedersen N.R. et al., 2002). Es
importante sefalar que bajo estas circunstancias, a excepcion de las lipasas, enzimas
como las proteasas, esterasas y practicamente el resto de las hidrolasas, presentan una
disminucion significativa en su actividad catalitica por efecto de temperaturas elevadas y
por su baja afinidad ante los disolventes (Klibanov A.M. et al., 1997). En este contexto,
diversos trabajos han postulado a las lipasas como la mejor opcidn catalitica en la sintesis
de compuestos N- y O-acilados (Klibanov et al., 2000; Gotor V., 1999). Debido a su mayor
estabilidad en disolventes orgdnicos, a temperaturas elevadas y a su promiscuidad
catalitica para trasformar una amplia variedad de sustratos (seccién 2.3).

2.3 Lipasas

Las enzimas utilizadas en la industria, asi como a nivel laboratorio, se pueden
clasificar en 6 grupos, donde las hidrolasas (EC 3.) conforman al grupo mayoritario. A nivel
industrial, las hidrolasas son los biocatalizadores mas empleados, abarcando el 55% de las
enzimas utilizadas en este sector, de las cuales el 25% son lipasas (figura 3).
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Figura 3. Esquema grafico que muestra los porcentajes que representan los diferentes grupos de enzimas utilizados a
nivel industrial

De acuerdo al sistema de clasificacion de las enzimas EC (Enzyme Commission
numbers), establecido en funcién del tipo de reaccién que catalizan, las lipasas se
clasifican como acil hidrolasas o triacilglicerol hidrolasas (E.C. 3.1.1.3) dentro del grupo de
las hidrolasas de éster carboxilico (Jaeger K.E. et al., 2002). Estas enzimas se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza y son obtenidas por diferentes vias, siendo los
hongos, las levaduras y las bacterias su principal fuente de produccién comercial. Tienen
como sustrato natural los triacilgliceroles con acidos grasos de cadena larga (mas de 10
carbonos). Realizan la hidrdlisis de los enlaces éster en sistemas acuosos y la reaccion
inversa en medios con baja actividad de agua. Cabe sefalar que la mayoria de las lipasas
también pueden hidrolizar ésteres de 4cidos grasos de cadena corta (menor a 10
carbonos) (Coca J. et al., 2001).

2.3.1 Importancia comercial de las lipasas

Las lipasas, ademas de su uso en el procesamiento industrial de grasas, son
capaces de catalizar un nimero importante de reacciones alternas; estables en un amplio
rengo de pHs, temperatura y distintos disolventes organico; son resistentes a diferentes
detergentes, iones y otros agentes quimicos. Estas enzimas en general se han reportado
como catalizadores exitosos en diferentes sectores industriales, tales como: la industria
textil, farmacéutica, papelera, cosmética, en la industria de detergentes. De hecho,
destacan las aplicaciones desarrolladas en la industria (tabla 1) (Pouilloux Y. et al., 1999).



Tabla 1. Distintas aplicaciones industriales de las lipasas.

|_industria_| _____Funciones ___| ___Productos__|

Mejoramiento de sabor
Prolongacidon de vida de anaquel

Panificacion Productos de panificacién

Condimentos Aumento en vida de anaquel Mayonesas y Especias

Emulsificantes
Agentes humectantes

Surfactantes
Removedores de grasas

Cosméticos Sintesis

Limpieza Hidrolisis

En el ambito de la industria farmacéutica, las lipasas resultan de gran interés
debido a su capacidad de realizar reacciones regioselectivas, asi como su alta
enantioselectivad (Hernaiz M.J. et al., 2006). De hecho, se han reportado reacciones de
alcohdlisis y amindlisis en farmacos, resolviendo ésteres y amidas dpticamente activas
(tabla 2) (Kazlauskas R., 1994).

Tabla 2. Ejemplos de procesos industriales catalizados por lipasas de uso comercial.

Organismo Aplicacion Compaiiia

Novozymes (Novo Nordisk),
Boehringer mannheim

Candida antarctica Sintesis organica

Amano, Biocatalyst,

Rhizomucor miehei Procesamiento de alimentos
Novozymes
Pseudomonas alcaligenes  Aditivo para detergentes Genencor
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2.3.2 Caracteristicas estructurales de las lipasas

Estructuralmente las lipasas resueltas hasta la fecha por rayos X, varian de entre
270y 641 aminoacidos y tienen pesos moleculares que oscilan entre 20y 60 kDa. Constan
de un plegamiento que consiste en una estructura central hidrofébica de laminas B con 8
hojas paralelas excepto la segunda (antiparalela), donde las laminas B de la 3 a la 8 estan
unidas con a hélices que rodean la estructura central. Esta conformacion es usual en un
gran numero de hidrolasas (a/B-hidrolasas). Su sitio activo estd integrado por 3
aminoacidos denominados triada catalitica, constituida por una serina nucleofilica, una
histidina y un dacido aspdrtico/glutamico (Ser—His—Asp/Glu) (figura 4). Adicionalmente,
para estabilizar el sustrato se han identificado 4: una cavidad que forma un oxianién y tres
compartimentos para acomodar los acidos grasos del triacilglicerol que se encuentren en
las posiciones sn—1, sn—2 y sn—3 (Uppenberg, 1994).

His 377 ser 181

Asps%‘)}b ¥

\ 2

B3

Figura 4. Modelo estructural construido por homologia con CalB,
utilizado como templado de la Lipasa acil-transferasa humana de
lecitina-colesterol (LCAT). Se observan claramente el niicleo de ldminas
B unidas y rodeadas por a hélices (rojo obscuro), asi como la triada
catalitica propia de las lipasas Ser—His—Asp/Glu (para esta enzima
Ser181-His377-Asp345).Imagen tomada de Peelman F., 2001.

Como caracteristica particular, las lipasas presentan maxima actividad catalitica
solamente cuando actuan en una interface agua-aceite, fendmeno al que se denomind

IlI

“activacion interfacial”. Esta propiedad se debe a la presencia de una estructura terciara
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Unica que forma una especie de “tapa” o “hélice mévil” peptidica anfifilica compuesta por
una a hélice (a5, residuos del 139 al 146) que cubre la entrada al sitio catalitico (figura 5).
La “tapa” al estar en contacto con la fase oleosa se activa y sufre un cambio
conformacional dejando expuesta la entrada al sitio activo para la libre llegada del
sustrato. El fendmeno de la activacidon interfacial también es efectuado en presencia de
solventes hidrofébicos o poco polares, ya que la conformacion abierta de la tapa es
favorecida termodinamicamente. Sin embargo, existen excepciones y no todas las lipasas
presentan dicho fendmeno a pesar de contar con la hélice mévil, exponiendo su sitio
activo en todo momento, lo cual aumenta su versatilidad. Algunos ejemplos notorios lo
son la lipasa B de Candida antarctica, Pseudomonas glumae y Pseudomonas aeruginosa,
gue en teoria usan su motivo de “tapa” para anclarse a la interfase organica (Torre O. et
al; 2006).

Figura 5. Vista lateral de la estructura cristalografica correspondiente a la lipasa
B de Candida antarctica (PDB 1TCA). En la parte superior en color azul se puede
observar la estructura a5, hélice movil responsable del fendmeno de activacion
interfacial o del anclaje a la interfase organica. Dentro de la elipse blanca en
tonos azules se encuentran los residuos que integran al sitio catalitico y a la
cavidad oxianion.
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2.3.3 Caracteristicas cataliticas de las lipasas

En el contexto de la sintesis enzimatica en sistemas de reaccidn no acuosos, cabe
sefalar la gran estabilidad que muestran las lipasas en presencia de solventes orgdnicos,
resultando altamente eficientes para procesos de hidrélisis inversa. Otra de las cualidades
gue hacen a las lipasas uno de los biocatalizadores mas usados en quimica orgdnica es su
“promiscuidad catalitica” (figura 6). Es decir, la capacidad de transformar diversos
sustratos con grupos funcionales diferentes manteniendo su alta regio-, quimio- vy
enantioselectividad (Garcia-Urdiales E., 2000).

o
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Figura 6. Reacciones de acilacién mds usuales catalizadas por lipasas en medios
organicos sobre aminas y alcoholes

La versatilidad de las lipasas, se asocia a su mecanismo catalitico, el cual de manera
intrinseca forma un complejo acil-enzima entre los aminodcidos cataliticos y el donador de
acilo. Este proceso, ocasiona la activacion del carbonilo del sustrato donador de acilo, que
le confieren una carga parcial positiva propensa para un ataque nucleofilico. Dicho ataque
puede ser realizado por alcoholes, tioles, aminas, ésteres, amidas y lactonas (figura 6).

El mecanismo cinético al que se ajustan la mayoria de las lipasas corresponde al
modelo de tipo Ping Pong Bi Bi ordenado, el cual es quimicamente parecido a una
reaccién de sustitucién nucleofilica Sy2 (figura 7B). Donde de manera general, el modelo
consiste en la entrada de un primer sustrato (S;) y la salida consecuente de un primer
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producto (P1), seguido de la entrada de un segundo sustrato (S,) para originar y expulsar
el segundo producto (P2) (Garcia T., 1999 y 2000).
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Figura 7. Mecanismo catalitico de las lipasas basado en la triada catalitica compuesta por una serina nucleofilica
(Ser105), una histidina (His224) y un acido aspartico (Asp187). La numeraciéon de los amino 4cidos corresponde a la
estructura de la lipasa B de Candida antarctica (CalB) (Al). Intermediario tetraédrico (A2) Agujero oxianién integrado
por una treonina (Thr40) y una glutamina (GIn106). Complejo acil-enzima (A3). B) Esquema del modelo de Ping-Pong Bi
Bi.

De una manera mas detallada, el proceso de catalisis efectuado por la triada
catalitica Ser—His—Asp/Glu, inicia cuando el dtomo de oxigeno del grupo hidroxilo de la
serina catalitica es activado como nucledfilo por los residuos His—Asp/Glu del sitio activo
mediante una transferencia de protones (figura 7A1). Una vez activada la serina, ésta
realiza un ataque nucleofilico sobre el carbono carbonilico del sustrato formando un
intermediario tetraédrico y dejando una carga negativa en el &tomo de oxigeno del grupo
carbonilo. Este intermediario es estabilizado por la hélice “a3” (6 “aC”) de la enzima y por
los puentes de hidrégeno generados entre los dos grupos amino y el grupo hidroxilo
ubicados en el subsitio conocido como “cavidad oxianién” (figura 7A2). El aumento en el
caracter nucleofilico del residuo hidroxilo de la serina, esta dado por la transferencia de su
protén al residuo imidazol de la histidina catalitica y a su vez ayudado por una
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estabilizacion de carga con el residuo Asp/Glu. Este mismo protén es el que pasa al
oxigeno del alcohol liberado en la ruptura del enlace éster que se separa del intermediario
tetraédrico, obteniéndose asi el primer producto. El acilo del sustrato termina por
esterificarse con la serina, creando el complejo acil-enzima (figura 7A3). La disociacion de
la enzima de este complejo inicia cuando el segundo sustrato (nucledfilo) entra al sitio
activo y realiza un nuevo ataque nucleofilico sobre el carbonilo ahora esterificado con la
serina catalitica. De nuevo, un intermediario tetraédrico se forma y se estabiliza por las
interacciones en la cavidad de oxianién (figura 7A2). La histidina entonces dona el protén
al atomo de oxigeno de la serina catalitica, haciendo que se libere el componente acilado
como segundo producto, regenerando la enzima a su estado (figura 7A1).

Cabe sefialar que pese a su homologia estructural y mecanistica, la especificidad
de las lipasas hacia diferentes sustratos esta en funcién de las variaciones en los residuos
proximos al sito activo de cada enzima (Schmid R. D. y Verger R., 1998; Jaeger K.E., 1999).

2.3.4 Lipasa B de Candida antarctica

El basidiomiceto Candida antarctica presenta la expresién de dos isoenzimas con
actividad triacil glicerol hidrolasa, llamadas lipasa A y lipasa B. De manera mas usual son
conocidas por la abreviacién de CalA y CalB, respectivamente. Estas dos enzimas
presentan caracteristicas inusuales y a pesar de que son aisladas del mismo origen
exhiben propiedades diferentes (tabla 3) (Kirk O., 2002).

Tabla 3. Caracteristicas generales de las lipasas A y B de Candida
antarctica.

Peso molecular (kD) 45 33
Punto isoeléctrico (pl) 7.5 6
pH Optimo 7 7
Actividad

especifica(LU/mg) 420 435
Estabilidad (pH) 6-9 7-10
Activacion interfacial Baja Nula

Especificidad a

I Sn-2 Sn-3
triglicéridos

Su conformacion estructural es similar a la reportada para las a/B-hidrolasas. La
resolucion de la estructura cristalografica de CalB elucidé un plegamiento de barril a/f
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con nucleo central de 7 laminas B rodeadas por 10 a-hélices, con una dimensién de 30 x
40 x 50A° (ver figura 4). La entrada a la cavidad del centro activo se situa en el centro de
una gran superficie plana de 450 (A°)%, con forma triangular y ligeramente céncava (figura
8A) (Uppenberg et al., 1994).

Este arreglo estructural, presenta muy poca homologia con la gran mayoria de las
lipasas y no requiere de la “activacion interfacial”. Sin embargo, conserva la triada de
aminodcidos propios del centro activo de las lipasas compuesto por la serina 105, el
aspartico 187 y la histidina 224 (figura 8B). La serina se encuentra rodeada por 3 residuos
capaces de formar puentes de hidrogeno: la treonina 40, la glutamina 157 y el acido
aspartico 134. Estos aminodcidos se encuentran expuestos al disolvente y pueden tener
importancia en la especificidad hacia el sustrato. Con el fin de definir los residuos criticos
en el acoplamiento del sustrato, asi como para revelar el estado de transicion, esta enzima
ha sido co-cristalizada con sustratos analogos (tiacilgliceroles y acidos carboxilicos de
diferente longitud). En este sentido se observd que los residuos de glutamina 106 y
treonina 40 conforman un arreglo llamado el agujero oxianién (también comun en la
mayoria de las lipasas) responsable de la estabilizacién del residuo carbonilo del sustrato
acilante.

Figura 8. A) Superficie de la estructura cristalografica de CalB donde se puede observar la entrada al sitio
activo. B) Triada catalitica (Ser105-Asp187-His224) del centro activo de CalB, asi como los residuos que
conforman el agujero o cavidad oxianién (Thr40 y GIn106).

CalB, al ser inmovilizada, muestra un aumento en su estabilidad operacional a
diferentes disolventes y a la temperatura, comportamiento que generalmente ha sido
asociado a una rigidizacion de su estructura terciaria (Heldt-Hansen H.P., 1989). Esta
enzima es capaz de catalizar un gran numero de reacciones orgdnicas y exhibe un alto
grado de selectividad hacia los sustratos que transforma, es decir, presenta elevada regio
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y enantioselectividad. A |la fecha no se ha caracterizado otra enzima capaz de igualar su
versatilidad, haciéndola el catalizador mas utilizado en el drea de sintesis organica.

CalB es comercializada por la compafia Novozymes, tanto en su forma soluble
(Novozym 525) como en su forma inmovilizada (Novozym 435). El uso mas extensivo de
CalB es la resolucién de mezclas racémicas de alcoholes y aminas, pero también se ha
reportado la sintesis de triglicéridos, esterificaciones regioselectivas de azlcares,
nucledsidos, estereoisomeros, entre otros. Algunos de estos procesos han sido llevados a
gran escala en la industria farmacéutica, de alimentos e incluso en la produccion de
biocombustibles como el biodiesel (Morris F. y Gotor V., 1993). Algunos de los diferentes
compuestos que han sido acilados por la lipasa B de Candida antarctica, asi como la
complejidad de los mismos, pueden observase en la figura 9.
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Figura 9. Ejemplos de las estructuras de algunas de las moléculas sintetizadas
exitosamente usando CalB como biocatalizador

2.3.5 Resolucion enzimdtica quimioselectiva con lipasas

Las lipasas se han utilizado ampliamente para la preparacion y resolucion de
alcoholes y aminas quirales, ésteres, acidos carboxilicos y lactonas mediante la hidrélisis y
transterificacion correspondientes y de compuestos bifuncionales con aminas e hidroxilos
(Klibanov A.M., 1990; Roberts S.M., 1998). Sin embargo, se han reportado pocas
aplicaciones relacionadas con sintesis quimioselectiva. Algunos ejemplos del uso de
lipasas en procesos quimioselectivos son la amindlisis de ésteres acrilicos, en donde en
presencia de enzimas se reporta la formaciéon exclusiva de amidas sin la consecuente
formacion de aductos de Michael (Gotor V. et al., 1999). Por otro lado, se reporta la
preparacion enantio y quimioselectiva de B-hidroxiésteres o B-hidroxiamidas a partir de
sus correspondientes hidroxiacidos. En estos casos, la resolucién quimioselectiva esta
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favorecida por la reactividad del grupo amino y por el reconocimiento enantioselectivo de
los grupos hidroxilo o amino (Gotor V. et al., 1990).

Con respecto a la resolucidn de compuestos bifuncionales, se ha reportado que
con amino-alcoholes como el 6-amino-1-hexanol y el trans-4-aminocliclohexanol, usando
disolventes organicos y a la lipasa subtilisina, se logré una formacion preferencial del éster
utilizando al 2-cloroetilbutirato como donador de acilo, pero con rendimientos bajos (47%
y 42% respectivamente) (Chinsky N. et al., 1989). Por otra parte, se han podido resolver
guimioselectivamente amino-alcoholes como el 1-amino-2-propanol y al 2-amino-1-
butanol favoreciendo la acumulacién selectiva de amidas en un sistema catalizado por una
lipasa y utilizando al acetato de etilo como disolvente y donador de acilo (Gotor V. et al.,
1988).

Asi mismo, en medios orgdnicos como el éter diisopropilico y el 1,4-dioxano,
usando a CalB como biocatalizador, se ha logrado la monoacilacién altamente
guimioselectiva de amino-alcoholes de cadena corta como la etanolamina, encontrando
como unico producto al derivado N-acilado con rendimientos hasta del 95% y con
diferentes donadores de acilo (C10 a C16) (Kiqwai M. et al., 2009). De igual forma en otros
reportes, utilizando el mismo amino-alcohol (etanolamina) y trabajando con sistemas
similares (lipasas y disolventes organicos), se llegd a resultados equivalentes, favoreciendo
completamente la sintesis quimioselectiva de amidas al equilibrio de reaccién (Furatani T.
et al., 1996). Otras publicaciones, donde se efectud la acilacion quimioselectiva del 3-
amino-3-fenil-1-propanol con acetato de etilo como donador de acilo y terbutil-metiléter
como disolvente, asi como diferentes lipasas, también reportaron al producto N-acilado
como mayoritario y con buenos rendimientos (hasta del 96%) (Oliver T. et al., 2006). Cabe
sefalar, gracias a estos reportes y a otros mas donde se utilizaron diferentes amino-
alcoholes (Couturier L. et al., 2009), que esta generacion de amidas, no ocurre por
acilacién directa sobre el grupo amino del amino-alcohol, sino que su acumulacién fue
favorecida por el fendmeno de acil migracion efectuado en amino-alcoholes de cadena
corta (C2-C5) por un ataque nucleofilico del grupo amino libre sobre el carbonilo del
producto éster primeramente formado. En otras palabras, se concluyé que el producto
mas favorecido por la lipasa en una primera instancia fue el producto O-acilado, mismo
que por la mayor nucleofilicidad y cercania del grupo amino libre, dio lugar a la amida
como producto mayoritario.

Se puede observar que en general existen diversos procesos donde las lipasas son
capaces de resolver aminas y alcoholes quirales e incluso moléculas bifuncionales de
diferente grado de complejidad. Sin embargo, tratdndose especificamente de amino-
alcoholes, a la fecha es muy dificil encontrar procesos biocataliticos que logren realizar de
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manera directa y con buenos rendimientos una acilacion quimioselectiva sobre cada
grupo funcional. Considerando los biocatalizadores mas utilizados, la lipasa B de Candida
antarctica destaca como una de las mejores enzimas para llevar a cabo este tipo de
procesos.

2.4 Estrategias generales para establecer quimioselectividad en biocatalisis

2.4.1 Control cinético

Una de las estrategias disponibles en el area de la catalisis enzimatica para resolver
moléculas quirales o de caracter bifuncional de manera quimioselectiva, es efectuar un
control cinético de la reaccién. Un ejemplo de esto puede observarse en la literatura
donde usando a CalB como catalizador, logran resolver al 2-octanol con un rendimiento
tedrico del 66% y una pureza enantiomérica (S) mayor al 99.99% (Reetz M.T. et al., 2003).
De igual forma, se ha reportado la resolucidn de un mezcla racémica de la alfa-
metilbencilamina de manera enzimatica a través de una transaminacion favoreciendo al
isdmero (S) (Shin J.S. et al., 1998).

En la trasformacion enzimatica o no enzimatica de una molécula bifuncional, la
energia de los estados de transicion para la reaccién sobre cada grupo funcional puede ser
diferente (figura 10). Si la diferencia de energia entre el estado fundamental y el estado de
transicion (energia de activacién) para cada producto es diferente, se pueden llegar a
grandes diferencias en la velocidad, dando como resultado diferentes rendimientos en la
resolucién (Woodard S.S., 1981). En esta metodologia una de las variables mas
importantes a controlar es el tiempo de reaccidn, ya que puede ser un factor
determinante en la quimioselectividad. Es decir, la reaccion debe ser detenida justo
cuando la conversién favorezca al producto de interés para evitar la posible acumulacion
del producto no deseado.

19



Figura 10. Ejemplificacién grafica de los deltas de energia de activacién entre la reaccién de una molécula con
funciones E y A que dan paso a los productos Pg y P, respectivamente, donde kg > k, (tomado de Kagan, H. B.;
Fiaud, J. C. Top. Stereochem. 1988.

Para una molécula bifuncional, el mejor de los casos seria cuando la diferencia de
velocidad de reaccién es suficientemente grande para que uno de los grupos funcionales
reaccione rdpidamente para dar el producto correspondiente, mientras el otro se
transforma lentamente (Martin B., 2006).

A través de la “Ingenieria de proteinas”, con herramientas moleculares, es posible
modificar las propiedades cinéticas del biocatalizador. De esta manera se puede lograr
qgue una enzima actue preferentemente sobre una funcién especifica y asi, en términos de
velocidad, favorecer la reaccion (disminuyendo su energia de activacién) sobre el grupo
funcional deseado. En el caso de los amino-alcoholes, consistiria en modificar el sitio
activo de la enzima de tal modo que la catdlisis sea especifica sobre el grupo amino o
hidroxilo, segun se prefiera.

2.4.2 Control termodindmico

Diferentes reportes abordan el control de la quimioselectividad desde un punto de
vista termodinamico. Es decir, se estudian cambios en la polaridad del medio de reaccién
con el fin de alterar las interacciones entre los componentes de la reaccidn y asi favorecer
la acumulaciéon de una especie quimica al equilibrio. Esta estrategia consiste en modificar
la naturaleza quimica del medio de reaccion de manera que el sistema favorezca la
acumulacién del producto deseado (Castillo E., et al., 2003). Esta estrategia, definida
como “Ingenieria del Medio de Reaccion” (IMR), presenta la ventaja de no requerir la
modificacion de las propiedades estructurales de la enzima y del sustrato, sino disefiar y
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desarrollar el medio de reaccién mas favorable para que el biocatalizador despliegue de
manera éptima sus propiedades cataliticas.

2.4.3 Ingenieria del Medio de Reaccidn

La manipulaciéon de la quimioselectividad en sistemas enzimaticos ha sido
abordada a través de un area de estudio definida como “Solvent Engineering” (Ingenieria
del Medio de Reaccion: IMR). De manera general, esta estrategia se basa en un adecuado
control termodinamico del sistema, en donde en base a variaciones de temperatura y
cambios en la polaridad del medio, se puede modificar la posiciéon del equilibrio
termodindmico del sistema y en consecuencia orientar la acumulaciéon favorable del
producto de interés. Una de las estrategias mas estudiadas para la manipulacion del
equilibrio termodinamico, es la modificaciéon de la actividad termodinamica a; de las
moléculas en cuestion de manera que se pueda modificar su disponibilidad para llevar a
cabo un proceso quimico (Ec. 1) (Klibanov A.M., 1997 y 2000). Como se observa en la Ec.
1, este valor de “disponibilidad quimica” a; depende de la fraccién molar de la molécula
(X;) y de su coeficiente de actividad termodindmica v;, el cual es funcion del nimero y
naturaleza de las de interacciones quimicas que se presentan entre la molécula y el medio
de reaccion.

a; =]/l'*Xi Ec.1

Bajo estos argumentos, un disolvente o medio de reaccion afin a una molécula
especifica (producto deseado) generara un coeficiente 7; bajo y por lo tanto para alcanzar
su valor especifico de a; al equilibrio de la reaccidn, necesariamente su valor de X; debera
incrementarse de manera proporcional. En caso contrario, un disolvente poco afin a un
producto, correspondera a un coeficiente y;alto y su fraccion molar se vera disminuida,

Un aspecto importante a observar cuando se utiliza esta estrategia es el efecto de
la naturaleza del disolvente sobre la velocidad en reacciones enzimaticas,
comportamiento que también puede ser abordado desde la perspectiva de la IMR.
Matematicamente, este efecto puede observarse al sustituir los términos de
concentracion por los valores de actividad termodinamica (a;) en la ecuacion cinética
(Ec.3). En este sentido, se ha reportado que mediante el cambio en la polaridad del medio
de reaccidn es posible modular la actividad termodinamica de los sustratos y en
consecuencia modificar el comportamiento cinético del biocatalizador (Sandoval G. y
Marty A., 2001).
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Los autores sugieren que al modificar el medio de reaccién, buscando favorecer la
velocidad de transformacion de un grupo funcional especifico en una molécula bi o
polifuncional, es posible manipular cinéticamente la reaccién enzimatica. De esta manera,
una mayor diferencia de velocidades de transformacion de los grupos presentes en la
molécula impactara en una mejor resolucién quimioselectiva.

Para entender mejor el concepto de la IMR y el papel que juega la actividad
termodinamica en una reaccion, cabe insistir que modificaciones en el valor de los
coeficientes de actividad (y;) de una especie quimica, son el reflejo de cambios en las
interacciones especificas entre los reactivos y productos con el medio de reaccién. Estas
interacciones son ocasionadas entre otros factores, por moléculas cargadas, efectos
polares e hidrofdobicos que ocurren entre los solutos y el disolvente que forman la
solucion. Las interacciones que generan cambios en el coeficiente de actividad
termodindmica para cada especie, estan determinadas por los grupos funcionales y los
tipos de enlace inter- e intramoleculares tanto del soluto como del disolvente.

Todas las interacciones que ocurren y provocan un aumento en la solubilidad de un
soluto en un disolvente, reflejan disminuciones en el coeficiente de actividad de la especie
y viceversa. Asi, el valor de la actividad termodinamica adquiere valores de 0 a 1 y el
coeficiente de actividad de un compuesto se hace igual a la unidad cuando este es 100%
disponible (fraccion molar igual a actividad).

En las reacciones mediadas por lipasas (figura 1y 11) se ha estudiado el control de
la actividad termodinamica a; de los productos enfocada al aumento del rendimiento de
un producto especifico de la reaccion. Asi, tomando en cuenta la ecuacién general de la
constate de equilibrio termodinamico (Ec. 3), y considerandola para soluciones no ideales,
cualquier reaccién puede ser definida en términos de las actividades termodinamicas de
las especies reactivas (Ec. 4). De esta manera, la acumulacion preferencial de los
productos de reaccion estara dada cuando el coeficiente 7y de los compuestos deseados
adopte su valor mas bajo. La consecuencia directa de este comportamiento es que los
valores de las fracciones molares X;de los mismos aumenten proporcionalmente (Ec. 5).
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Figura 11. Reaccién de acilacion entre un alcohol y un acido carboxilico
catalizada por una lipasa

Para una reacciéon como la de la figura anterior, la constante de equilibrio en condiciones
de idealidad:

Xester * agua Ec. 3

K,, = Ky =
q X
Xalcohol * Xdcido

definida en términos de actividad termodinamica (condiciones no ideales):

Asster * Aggua Ec.4

Keqa) =

Qaiconol * Aacido
sustituyendo con Ec. 2 y agrupando los términos ¥,y X;:

Vester * yagua " Xéster * Xagua Ec.5

Kogeqy = K. =
q(a) eq(vX)
Yaicohol * Vacido Xalcohol * Xécido

Es importante considerar que la constante de equilibrio es independiente del
medio de reaccidn y que los coeficientes de actividad de las especies reactivas son funcién
directa de las interacciones y compatibilidad con el disolvente. Asi, un aumento o
disminucion en estos coeficientes ; es posible mediante el disefio apropiado del medio de
reaccion. De la misma forma, para evitar la acumulacidon de una especie indeseada, se
requiere de un disolvente poco afin a dicha especie, lo que conlleva a un aumento en su
coeficiente de actividad y una consecuente disminucién en los valores de sus fracciones
molares X; (Bellot J.C., et al., 2001). En este contexto, contar con el valor de los
coeficientes de actividad es de gran ayuda para la prediccion y manipulacidon de la
guimioselectividad en los sistemas enzimaticos.
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Existen abundantes reportes que consideran el estudio de las reacciones
enzimaticas de amidacion y esterificacion con moléculas monofuncionales de manera
independiente, es decir acilacion de hidroxilos y de aminas en reacciones separadas
(similares a las descritas en la figura 12).

o)

i )L
)k CalB o R + HO

OH
+ é
HO R Disolvente
(0]
NH,
+
HO

N

Disolvente H

i CalB )LR * H,0

R

Figura 12. Reaccién de acilacién catalizada por CalB sobre un alcohol y una amina primarios en
sistemas de reaccién separados a 45°C.

Sin embargo, pocos de ellos han descrito con detalle el disefio de un medio de
reaccion favorable para cada una de ellas. En este sentido se ha reportado que un medio
propicio para la acumulaciéon de compuestos polares tales como las amidas fue un
disolvente también con caracteristicas polares, como el 2-metil-2-butanol (2M2B). Por el
contrario, la acumulacion de ésteres o moléculas hidrofébicas fue favorecida en
disolventes de naturaleza apolar tal como el n-hexano (Torres Gavilan A., 2009).
Considerando esta informacién, se efectud la sintesis de amidas y ésteres en sistemas de
reaccion comunes, utilizando como modelo para establecer la quimioselectividad, mezclas
de moléculas monofuncionales alcoholes y aminas con estructura molecular similar, tal
como se muestra en la figura 13. Para estas reacciones, se observd que la
quimioselectividad del sistema muestra un perfil similar al encontrado en los diferentes
disolventes utilizados en reacciones independientes. Asi mismo, estos resultados ademas
de realizarse experimentalmente, fueron descritos previamente a través de los calculos
tedricos de V. Los resultados sugirieron que la quimioselectividad era controlada
termodindmicamente determinada por la naturaleza del medio de reaccidon. Por lo tanto,
se demostrd, que efectivamente en disolventes hidrofilicos como el 2M2B la amida
presentada en la figura 13 tiene valores de vy menores que el del éster y en consecuencia
las amidas se acumulan en mayor proporcién que los ésteres. Por el contrario, en
disolventes hidrofébicos como el n-hexano los valores de 7y; de los ésteres son menores
gue los de las amidas y por ello, el equilibrio estda favorecido hacia la acumulacion
preferencial de ésteres. Sin embargo, dado que en todos los casos las reacciones se
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realizaron con moléculas monofuncionales, la quimioselectividad de los procesos sdlo se
pudo establecer de manera aparente (Torres Gavilan A., 2009; Castillo E. et al., 2003).

O
F | OH 5 G | O)LR
X CalB X O '+ HO
T HO R Disolvente )L 2
= | NH; = | N R
X X

Figura 13. Reaccién de acilacién catalizada por CalB con una mezcla de alcohol y amina primarios
en el mismo sistema a 45°C.

De manera empirica, se puede considerar que la quimioselectividad para la
formacién de amidas catalizada por lipasas, se favorece ne medios de reaccidn de
naturaleza polar (2M2B). Ademds que la acumulacidn selectiva de ésteres se favorece en
disolventes apolares (n-hexano). Sin embargo, es importante establecer que este
comportamiento esta lejos de ser una regla general. En efecto, el tipo de enlace (amida o
éster) en muchas ocasiones no es suficiente para clasificar la naturaleza hidrofilica o
hidrofébica de las moléculas y que para ello deben tomarse en cuenta todas las
caracteristicas estructurales de la especie. Si bien hasta ahora se ha expresado que las
amidas por su tipo de enlace pueden considerarse como moléculas de naturaleza
hidrofilica, existen amidas que por su estructura adquieren caracteristicas hidrofdbicas
(por ejemplo amidas poliaromaticas o con cadenas alifaticas con alto contenido de
carbonos). Asi mismo, se pueden encontrar ésteres que, pese al tipo de enlace, sean de
naturaleza hidrofilica (Torres Gavilan A., 2009).

Para establecer una quimioselectividad enzimatica efectiva, usar compuestos
bifuncionales como los amino-alcoholes es de gran utilidad, ya que son moléculas modelo
de importancia que integran dos grupos nucleofilicos usuales en compuestos comerciales
y que compiten por reaccionar en los procesos de sintesis. En particular, el uso de
moléculas tales como el 6-amino-1-hexanol puede resultar adecuado para este fin, ya que
por el nimero de carbonos que separan a los grupos funcionales alcohol y amina no
presenta problemas de acil migracion por ataque nucleofilico del grupo amino sobre el
carbonilo del éster formado durante una O-acilacién (Baldwing J.E., 1976; Chinsky N.,
1988).

Estudios recientes describen a la IMR como una estrategia efectiva no solo para
dirigir la quimioselectividad en reacciones con amino-alcoholes. En la literatura se muestra
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gue es posible la sintesis enzimatica quimioselectiva de producto de adicidn tipo Michael y
del producto de aminélisis para un sistema bencilamina (1) y crotonato de metilo (2), tal y
como se muestra en la figura 14 (J. Priego et al., 2009).

Ph/\NH 0
0 Me)g\)J\OCHs
+
CalB
PN + /\)k — >
Ph NH, Me OCH;  72h,65°C o)
1 2 Disolvente
Me N N/\Ph
4 H

Figura 14. Adicion de bencilamina (1) a crotonato de metilo (2) catalizada por CalB en
medio orgdnico produciendo aducto de Michael (3) o amida (4).

En este trabajo se establece que en base a la polaridad del medio de reaccion la
acumulacién del aducto de Michael (3) se ve favorecida en medios mas hidrofébicos (n-
hexano) con rendimientos superiores al 90%. Por lo contrario, la formacidon de amida (4)
fue favorecida en mas del 80% en medios mds polares (2M2B).

2.4.4 Modelo de prediccion COSMO-RS

Un conocimiento fiable de las propiedades termodinamicas de un sistema es un
requisito indispensable para el disefio y optimizacién de diferentes procesos, incluyendo
el control de la selectividad de procesos enzimaticos. Los procesos de separacién fisico-
quimica, en las industrias farmacéuticas, petroleras, de alimentos, de procesamiento de
gas, asi como en el area de sintesis organica y biotecnologia entre otras, son ejemplo de
las dreas en donde es indispensable el conocimiento de las propiedades
termodindmicas de un sistema. Durante el desarrollo de dichos procesos, los métodos
capaces de predecir parametros termodinamicos tales como los coeficientes de actividad
de especies quimicas, son herramientas muy valiosas para la estimacién de las
propiedades requeridas en una mezcla de componentes (Grensemann H., 2005).

Los modelos predictivos mas utilizados y exitosos son los métodos de
“contribucion de grupos” como UNIFAC (UNIversal Functional group Activity Coeffients) y
su variante mas popular, el modelo modificado “UNIFAC (Dortmund)” (Putnam R., 2003).
Este método es un sistema semi-empirico, para la estimacion de la actividad en mezclas
no ideales. Sus fundamentos se basan en que una propiedad fisica de un fluido es la suma
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de las contribuciones de los grupos funcionales de las moléculas que lo integran. Sin
embargo, cabe sefialar que aunque existan un gran numero de moléculas compuestas por
un gran numero de atomos, sus efectos estan constituidos por la combinacion de un
numero reducido de grupos funcionales (Fredenslund et al., 1975). Asi, con este reducido
numero de grupos funcionales, se puede formar un gran nimero de moléculas y predecir
parametros de equilibrio de fases en diversos sistemas multicomponentes utilizando solo
las funciones quimicas de las especies de interés.

UNIFAC ha sido empleado para el calculo de equilibrio liquido-vapor, equilibrio
liquido-liquido, sdlido-liquido, ademas soluciones poliméricas, presiones de vapor de
componentes puros, entalpias de exceso, azeétropos de mezclas y otras propiedades. Sin
embargo, aun con sus modificaciones en base a datos experimentales, este método
continua presentando deficiencias para la prediccion de y; en mezclas muy alejadas de la
idealidad y regularmente es poco preciso en situaciones con nuevas clases de
componentes quimicos (Rarey J.et al., 2007). Posiblemente esta limitacion se debe a la
implicacion que presenta la reduccion de las interacciones globales intermoleculares a
solo sus grupos funcionales.

En afios recientes, la teoria conocida como “Conductor-like Screening Model for
Realistic Solvents” (COSMO-RS), basado en quimica cuantica y termodinamica estadistica,
ha sido reportado como un modelo predictivo mas confiable con respecto a los métodos
empiricos (UNIFAC y NRTL). Este modelo ha sido extendido a resolver una amplia gama de
problemas, por ejemplo la prediccion de propiedades termodinamicas como energias de
exceso (Gibbs), presiones de vapor, coeficientes de particion, equilibrios entre fases, entre
muchas otras, incluyendo el calculo de los coeficientes de actividad de especies quimicas
en mezclas alejadas de la idealidad. El uso de esta teoria brinda mayor precisién en el
calculo estimativo del potencial quimico al tomar en cuenta interacciones no solo entre
grupos funcionales sino también interacciones estructurales. Incluso puede ser aplicado a
liqguidos idnicos, soluciones electroliticas, polimeros, surfactantes micelares, y mas. Asi
también, es capaz de distinguir isdmeros estructurales, enantiomeros e incluso
conformeros (Klamt A. et al., 2010).

La teoria ha sido descrita en varias publicaciones (Klamt A. et al., 2001, 2005 y
2010; Hans Grensemann H. et al., 2005). De manera general Inicia con la representacion
de una estructura molecular en dos dimensiones y concluye con el calculo del potencial
guimico en la mayoria de los disolventes o mezclas de disolventes. Este modelo parte de
un planteamiento que proporciona una estimacion del potencial quimico simulando la
superficie discreta de la especia embebida en un conductor virtual (figura 15). Esta teoria
es explicada mas a detalle en el anexo 1.
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Figura 15. Imagen del modelamiento con COSMO-RS. Primero se muestra a la molécula a trabajar (en esta caso agua)
con sus respectivas cargas, después el modelo introduce a la molécula con sus cargas embebida en una cavidad de un
medio continuo virtual y por ultimo coloca las densidades de carga de apantallamiento (SCD) de la superficie de la
cavidad, generadas por las interacciones electrostaticas entre la molécula y el medio.
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3. Hipétesis y objetivos

3.1 Hipétesis

3.2

3.2.1

3.2.2

Mediante la aplicacién de estrategias propias de la Ingenieria del Medio de
Reaccién (IMR) a procesos enzimaticos de acilacién catalizados por lipasas, es
posible resolver quimioselectivamente moléculas bifuncionales del tipo amino-
alcohol.

Objetivos

General

Disefiar condiciones del medio de reaccion que permita la resoluciéon
quimioselectiva eficiente de amino-alcoholes mediante el uso de lipasas como
catalizadores.

Objetivos particulares

Determinar tedricamente las condiciones propicias y el medio de reaccién
favorable para la acumulacion selectiva del producto amida y/o éster a partir del
compuesto bifuncional 6-amino-1-hexanol (6A1H).

Disefiar el medio de reaccién que permita la acumulacién selectiva de amida
utilizando como sustrato el 6-amino-1-hexanol a través de la IMR.

Disefiar el medio de reaccién que permita la acumulacién selectiva de éster
utilizando como sustrato el 6-amino-1-hexanol a través de la IMR.

Establecer los perfiles cinéticos de sintesis de los productos (amida y/o éster), asi
como establecer la ruta de obtencidn de los productos de sintesis
guimioselectiva.
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4. Estrategia experimental

El establecimiento de un proceso de sintesis quimioselectivo se basa en el disefio

del medio de reaccion. En este sentido, fue necesario establecer las condiciones en las
cuales los productos se obtuvieran de manera preferencial. Para esto, se cuantificd cada
uno de los productos cuando la reaccién llegd al equilibrio y las especies obtenidas en
cada sistema se caracterizaron estructuralmente. Al mismo tiempo se establecieron las
condiciones en las cuales el proceso presentd la posibilidad de contar con un control
cinético, esto es donde las velocidades de reaccién pudieran determinar la selectividad del
proceso.

Para lograr esto:

1.

Se realizd el calculo de los coeficientes termodindmicos de los productos
esperados en los sistemas de reaccidn, con el fin de elucidar los disolventes mas
adecuados para la sintesis de la especie de interés. De esta manera se podd tener
informacién indicativa del tipo de disolvente que favorece la sintesis de un
producto al equilibrio. Esta operacidn se realizé utilizando el modelo COSMO-RS
(COSMO/logic GmgH & Co, KG. Leverkusen, Alemania) el cual mediante
estimaciones quimico-cuanticas es capaz de calcular los coeficientes de actividad
termodinamica de cada uno de los componentes de la reaccidn (sustratos y
productos).

En base al calculo efectuado en el paso anterior se eligié el disolvente en el que el
producto de interés presenté un coeficiente termodinamico de valor lo mas bajo
posible, esto con el fin de favorecer su acumulacion.

Se realizaron las reacciones de acilaciéon sobre moléculas bifuncionales de tipo
amino-alcohol en el disolvente elegido. Se hizo un monitoreo de las reacciones
tomando muestras a diferentes tiempos de reaccion con el fin de observar la
velocidad inicial de reaccion y se determind el tiempo necesario para alcanzar el
equilibrio termodinamico del sistema.

Se purificaron los productos de reaccion, separando a la enzima y al tamiz
molecular por centrifugacién y la subsecuente purificacion de los compuestos por
cromatografia Flash. La identificacion y caracterizacion estructural de las especies
recuperadas se llevo a cabo por Espectrometria de masas (MS), espectroscopia
infrarroja (IR) y por Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Con los productos purificados y mediante analisis HPLC se realizé la cuantificacién
de los productos de reaccién, esto a fin de establecer la quimioselectividad en
términos de la velocidad y el equilibrio de las reacciones estudiadas.

Se determiné la selectividad de cada sistema de reaccion observando al producto
que fue favorecido en su acumulacion al llegar al equilibrio de la reaccidn.
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5. Materiales y métodos

5.1 Materiales

El 2-metil-2-butanol (2M2B, 99.7%), el cloroformo (99.99%), n-hexano (95%),
sulfato de sodio anhidro (99.4%), el bicarbonato de sodio (99.7%), los cristales de iodo
(99.9%) y el hidroxido de amonio (28-30%) se obtuvieron de J.T. Baker (Edo. de México,
México). El metanol (grado HPLC) se obtuvo de Burdick & Jackson (TECROM, México). El
acido acético glacial (99.94%) se obtuvo de Mallinckrodt AR (Edo. de México, México). El
6-amino-1-hexanol (6A1H, 97%), el acido oleico (98%), el acido trifluoroacético (TFA, 98%),
la diciclohexilcarbodimida (99%), la 4-dimetilaminopiridina (99.98%), el benciloxicarbonilo
(Cbz, 99.9%) y la ninhidrina, se obtuvieron de Sigma Aldrich Chemical (MO, E.U.A). El tamiz
molecular (8-12 mesh) se adquirié de Aldrich (W1, E.U.A). La lipasa B de Candida antarctica
(Novozym 435), se obtuvo de Novozymes A/C (México). La silica gel 60 (0.06-0.2) se
adquirié de Merck (Alemania). Las placas de silica gel 60 ALUGRAM SIL G/UV,s4 se
obtuvieron de Macherey-Nagel (Alemania).

5.2 Reacciones enzimaticas

De manera general, todas las reacciones se llevaron a cabo en viales de 7 ml
sellados con teflédn y agitacidn magnética controlada en bafos de agua a 55°C. Los
sustratos de la reaccién, amino-alcohol y donador de acilo, fueron adicionados en 5ml de
medio de reaccion previamente deshidratado con tamiz molecular y se dejaron incubando
por 20 min a la temperatura de reacciéon antes de agregar el biocatalizador. Con el
propdsito de controlar la actividad de agua cuando fuera necesario durante el proceso, se
agregaron 2 pellets de tamiz molecular por mililitro de disolvente. Una vez realizada la
incubacién, la reaccién se inicié agregando la enzima CalB a 10mg*ml™. Cuando fue
requerido se monitored la reacciéon tomando muestras a diferentes intervalos de tiempo.

5.3 Identificacidn, purificacion y caracterizacién

Primeramente se identificaron los productos de reaccion mediante cromatografia
de capa fina (TLC) haciendo un analisis cualitativo del perfil de la reaccion. En esta técnica
se emplearon dos fases de elucidon para observar y separar con mejor resolucién los
productos. Una fase ala que se denomind “F1” a base de metanol (70%), n-hexano (29%)
e hidréxido de amonio (1%) y la segunda (“F2”) compuesta por cloroformo (95%), acido
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acético (0.5%) y metanol (4.5%). La elucién fue ascendente y unidimensional. Como fase
estacionaria se utilizaron placas de silica gel 60 de 0.25mm de espesor ALUGRAM SIL
G/UVys4. Una vez efectuada la elucion, los compuestos con aminos libres se revelaron por
aspersion con ninhidrina al 5% en metanol y los compuestos restantes con vapores de
yodo y/o aspersion de acido sulfurico diluido.

Para la purificacion, se procedid a separar la enzima y el tamiz molecular por
filtracion al vacio, proseguida de la evaporacién del disolvente en un rota-vapor Biichi
modelo R-114, de Biichi Labortechnik (Suiza)(85°C, 100 rpm, -60 Pa). Una vez evaporado el
disolvente, los residuos fueron resuspendidos en la fase de elucion en el minimo volumen
posible, para posteriormente ser separados y aislados por cromatografia flash. Esta se
realizé6 empacando una columna de cristal de 1cm de didmetro con una masa de silica
correspondiente a 30 veces la masa en gramos de los sustratos de la reaccion. La elucion
se llevd a cabo con un flujo de 2ml*min™, utilizando las fases “F1” y/o “F2” de manera
isocratica y recolectando fracciones de 2ml en tubos de ensaye. Las fracciones se
analizaron nuevamente por TLC, se identificaron las que contenian compuestos puros y se
concentraron para obtener los productos aislados y asi poder utilizarlos como estandares.

Los compuestos recuperados en la purificacion fueron analizados, identificados y
caracterizados por espectroscopia 'H RMN v 13C RMN en CDCl; a 200 MHz, en un equipo
Varian Gemini-200 de Varian, Inc. (E.U.A); por espectroscopia infrarroja (IR), en un equipo
Spectrum 100 Series FT-IR de PerkinElmer Inc. (E.U.A); y por espectrometria de masas
(MS) FAB+, en un equipo Jeol JMS 102A de Jeol Ltd. (Japon).

5.4 Cuantificacion

En todos los procesos, cada reacciéon fue monitoreada tomando muestras a
diferentes tiempos de reaccion. Dichas muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm durante
5 minutos para separar el tamiz molecular y la enzima, posteriormente se diluyeron 4:1
para su posterior cuantificacion. Este proceso se llevd a cabo utilizando un equipo HPLC
Dionex, modelo Ultimate U3000, de Dionex Corporation (parte de “Thermo Fisher
Scientific, E.U.A) y con un detector de arreglo de diodos del mismo equipo a 210 nm. La
separacion de los compuestos se realizé con una columna Altima Amida C18 (125x2.1 mm)
de Altech (E.U.A). Después de probar diferentes fases de elucidn, la fase mévil utilizada en
la cuantificacion de las reacciones efectuadas con sustratos monofuncionales, consistio en
una mezcla metanol/agua/TFA con una composicién en porcentaje inicial de 90/10/0.1
respectivamente, a flujo de 0.2 mlI*min™, de manera isocratica y a temperatura ambiente.
Especificamente para las reacciones con el sustrato bifuncional, después de equilibrar la
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columna a las condiciones anteriores, se aplic6 un gradiente para alcanzar una
concentracién de metanol/TFA (100/0.1) después de 5 minutos. Esta concentracién se
mantuvo por 15 minutos seguido de un progresivo descenso hasta alcanzar las
condiciones iniciales en un tiempo total de elucién por muestra de 30 minutos. Para la
identificacion y cuantificacion de las sefiales cromatograficas encontradas, se utilizaron
estandares de los sustratos y productos purificados.

5.5 Calculos de coeficientes de actividad COSMO-RS

Los valores de los coeficientes de actividad de los diferentes compuestos
empleados en este trabajo se elucidaron bajo la teoria descrita en la seccién 2.4.4.
Primeramente, las estructuras moleculares de los compuestos, incluidos los disolventes,
se esquematizaron como estructuras de dos dimensiones y subsecuentemente se
transformaron en geometrias de 3 dimensiones mediante el software Marvin 5.4.0.1
(ChemAxon http://www.chemaxon.com/). Con este programa también se calcularon 20
conférmeros para cada estructura con diferencias energéticas menores a 1.5kcal mol™
entre cada conformero. Los calculos COSMO se realizaron con el paquete TURBOMOLE 5.7
a un nivel de teoria de funcionales de la densidad BP (B88-VWN-P86) con un set de
valencia triple-z polarizada (TZVP). Todos los calculos COSMO-RS se llevaron a cabo con el
software COSMOthermX-2.1 (COSMO/logic GmgH & Co, KG, Leverkusen, Alemania). La
parametrizaciéon BP_TZVP_C21 0105 se empled para obtener una mejor calidad en la
prediccion.

5.6 Sintesis quimica del O-oleoilaminohexanol

5.6.1 Proteccion del 6-amino-1-hexanol (6A1H)

La proteccidon del amino-alcohol se llevd a cabo utilizando el grupo protector
cloruro de benciloxicarbonilo (Cbz) especifico para bloquear grupos amino libres. Para
realizar la proteccion se disolvié en un matraz el 6A1H (500mg) con 1.2eq. (molares) de
bicarbonato de sodio en 14ml de agua destilada. A esta mezcla se adiciond lentamente a
una solucidn (previamente preparada) de 1.2eq. de Cbz en 1ml de tetrahidrofurano (THF).
La mezcla de reaccién (15ml) se colocd en un bafio de hielo con agitacién magnética
constante, dejandola reaccionar hasta que el hielo se derritiera por completo y se formara
un precipitado blanco indicando el final de la reaccion. Posteriormente, la mezcla fue
filtrada por vacio y el precipitado se lavd con agua fria abundante. Una vez lavado, el
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precipitado se colocd bajo un flujo de aire por 2 horas para ser secado y se resuspendid en
diclorometano agregando sulfato de sodio anhidro para absorber el agua residual.
Finalmente, la mezcla orgdnica fue filtrada nuevamente para retirar la sal quedando como
residuo el amino-alcohol protegido (Cbz-6A1H).

5.6.2 Esterificacion y desproteccion quimica del Cbz-6-amino-1-hexanol

Para la esterificacion quimica del amino-alcohol amino-protegido (Cbz-6A1H) se
recurrié a la metodologia conocida como “esterificacion de Steglich” (Neises B. y Steglich
W., 1978). Primeramente se realizd la activacion del acido carboxilico (100mg de acido
oleico) con 1.1eq. de diciclohexilcarbodimida (DCC) en un matraz con 10ml de
diclorometano en un bafio de hielo y con agitacion magnética constante. Después de 5
minutos de la activacidn, se adiciond el alcohol a esterificar (2eq. Cbz-6A1H) seguido de la
adicion de 4-dimetilaminopiridina (5% molar) de manera consecutiva. La mezcla de
reaccion se dejo en el hielo y en agitacion por 3 horas, tiempo en el cual la reaccién
termina y el acido carboxilico se agota. Para confirmar la formacién de un producto de
esterificacion se realizd una TLC con dacido oleico y Cbz-61H como estandares, y con una
muestra del crudo de reaccidon. Una vez verificada la presencia del producto, el éster
sintetizado se purificd por cromatografia flash usando la fase F2 y posteriormente se
procediod a su desproteccion por hidrogenacion catalitica utilizando paladio sobre carbono
como catalizador (5% en masa). La desproteccién fue monitoreada cualitativamente por
capa fina revelada con ninhidrina, la cual confirmd la presencia del amino libre en el
producto éster. Al terminar la hidrogenacién, el producto desprotegido fue purificado
también por cromatografia flash utilizando la fase de elucién F1.
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6. Resultados y discusion

6.1 Acilacion enzimatica del 6-amino-1-hexanol : Predicciones termodinamicas

El modelo de reaccion elegido para estudiar el control de la quimioselectividad en
procesos de acilacion catalizados por lipasas, fue la reaccion entre el 6-amino-1-hexanol
(6A1H) y el acido oleico catalizada por CalB (figura 16). Para la eleccion de este sistema de
reaccion se considerd la presencia de dos grupos funcionales con caracter nucleofilico del
tipo amina primaria y alcohol primario en una misma molécula. Adicionalmente, se
considerd el hecho de que esta molécula no presenta el fendmeno de acil migracion, lo
cual permite cuantificar de manera diferenciada la incorporacién de grupos acilos sobre
cada uno de los grupos funcionales presentes. Es importante sefialar que en el caso del
modelo elegido, existe la posibilidad de acilacidon del alcohol o de la amina de manera
selectiva y ademas la posibilidad de acilacién de ambos grupos de manera indiscriminada.
En este sentido, la quimioselectividad en las reacciones estudiadas sera evaluada
mediante la cuantificacion de cada uno de los tres productos posibles: el éster P1, la
amida P2, y el compuesto diacilado amida-éster P3.

H
HzC-(CH N\/\/\/\
) OH
P2

HZN\/\/\/\ ¥ o}
OH H (0]
6A1H
H3C+(CHy) CH N\/\/\/\ )k N\
o . ca R O 0 R NCHa)rCH,
Disolvente P3 o
— 55°C 0 *

OH (Cm(CHZ)fCHa HZN\/\/\/\ )J\ SN

Ac. Oleico P1 o) (CHp)7 (CHp)7"CHg

Figura 16. Reaccién de acilacién entre el dcido oleico y el 6-amino-1-hexanol (6A1H) catalizada por CalB a 55°C en
medio orgdnico, asi como los productos posibles de la misma (O-oleoilaminohexanol, P1; N-oleoilaminohexanol, P2;
N,O-dioleoilaminohexanol, P3), los cuales generan un molécula de agua por cada dcido consumido.

Previamente se ha discutido que a partir del cdlculo del coeficiente de actividad
termodindmica (y;) para los productos obtenidos en una reaccién se pueden disefar
medios adecuados para su produccion quimioselectiva. Estos sistemas han sido
estudiados para el caso especifico de moléculas monofuncionales del tipo aminas y
alcoholes aromaticos. En efecto, a partir de los datos de estos reportes el 2M2B resultd
ser un medio de reaccion favorable para la acumulacion de amidas, mientras que el n-
hexano resulté propicio para la acumulacién de ésteres, ambos hasta llegar al equilibrio
de reaccidn (Torres Gavilan A., 2009). En este trabajo nuestro primer objetivo se centro
en hacer extensiva la estrategia del control termodinamico para moléculas bifuncionales
de cadena abierta tal como el 6A1H.
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Teniendo como objetivo inicial de este trabajo el disefiar un medio de reaccion
favorable para la acumulacién selectiva de los productos monoacilados resultantes de la
reaccion entre el 6A1H y el acido oleico catalizada por CalB, se calculéd en primera
instancia el coeficiente de actividad 7y para los productos éster (P1) y amida (P2) en
diferentes medios de reaccion. El calculo de los ¥ se realizé utilizando el modelo cudntico
termodindmico COSMO-RS descrito con detalle en la seccién 2.4.4 y en el anexo 1.
Adicionalmente, se incluyé en estos calculos al producto diacilado (P3) en la medida de
gue este producto puede ser resultado de un proceso de acilacién total. Entre los medios
de reaccion evaluados se incluyeron disolventes con diferentes grados de polaridad tales
como el n-hexano, como medio hidrofébico, y la piridina, el 2-metil-2-butanol (2M2B), o
el o el 2-metil-2-propanol (2M2P) como medios polares. Con el fin de evaluar sistemas
mas polares que el 2M2P se calcularon los coeficientes Y en mezclas de 2M2P con piridina
y con dimetilsulféxido (DMSO).

Los resultados del calculo de los coeficientes Yy mostraron en primera instancia, que
los valores obtenidos en 2M2B para los tres posibles productos P1, P2, y P3, presentan
valores similares (0.09, 0.07 y 0.43), practicamente dentro del mismo orden de magnitud y
por abajo de 1. Por el contrario, los valores de 7y para estos mismos productos obtenidos
en n-hexano presentan valores de un orden de magnitud similar para el producto P1y el
producto P3 (2.59 y 4.57) y dos érdenes de magnitud superiores para el producto P2
(159.29). Todos ellos muy por arriba de 1 (figura 17).

& Amida (P2)

= Diacil (P3)

® Ester (P1)

n-hexano

Figura 17. Coeficientes de actividad termodindmica (y) de los productos de la acilacién del 6-amino-1-hexanol
con el 4cido oleico (éster P1, amida P2 y producto diacilado P3) en 2M2B y n-hexano estimados a 55 °C y a
dilucién infinita.

De estos resultados se puede advertir que los valores altos de y para la amida P2
implican una menor afinidad de este compuesto por el n-hexano y que la afinidad que
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presentan el éster P1 y el diacilado P3 es mayor por el mismo disolvente. Asi entonces se
puede inferir que después de una reaccion en este disolvente los productos P1 y P3 se
pueden acumular mejor que el producto P2. En el caso de los valores obtenidos para estos
tres compuestos en 2M2B, se infiere que termodinamicamente este disolvente
favoreceria la acumulacién de cualquiera de los tres productos después de una reaccion.

En congruencia con los reportes previos, esta primera aproximacion mostré que en
n-hexano se puede tener un proceso quimioselectivo en donde la sintesis del producto
polar amida se veria disminuida en favor de la sintesis de los compuestos hidrofébicos
éster y diacilado. Cabe sefialar que un proceso aun mas selectivo en donde los productos
P1 y P3 pudieran ser sintetizados de manera exclusiva, tendria que contemplar
disolventes en donde sus correspondientes coeficientes y fueran diferentes entre ellos
tanto como lo son con respecto a los valores obtenidos para la amida.

Al explorar los medios de reaccién con mayor polaridad que el 2M2B (2M2P
adicionado con DMSO y con piridina), se observa que efectivamente en los medios con
mayor contenido de disolventes hidrofilicos, los valores de 7y para el producto P2 son cada
vez menores con respecto a los valores que se obtienen para los compuestos hidrofdbicos
éster y diacilado (figura 18 y 19). La diferencia maxima entre los valores de 7y para los
productos polares y los hidrofdbicos se alcanza en el medio mas polar (piridina 100%),
medio en el que podria suponer que la sintesis del producto P2 se veria favorecida con la
consecuente disminucion en la sintesis de los compuestos hidrofébicos P1 y P3.

Amida (P2)

= Diacil (P3)

™ Ester (P1)

100% 90% 80% 70%
2M2P:DMSO

Figura 18. Coeficientes de actividad termodindmica (y) a dilucién infinita de los
productos de la acilacién del 6-amino-1-hexanol con el 4cido oleico (éster Pl,
amida P2 y producto diacilado P3). Célculos realizados en 2M2P adicionado con
diferentes proporciones de DMSO a 55°C.
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Figura 19. Coeficientes de actividad termodindmica (y) a dilucién infinita de los productos de la
acilacion del 6-amino-1-hexanol con el 4cido oleico (éster P1, amida P2 y producto diacilado P3).
Cilculos realizados en 2M2P adicionado con diferentes proporciones de piridina a 55 °C.

Estos resultados permiten confirmar de manera tedrica la mayor afinidad del
producto polar P2 por medios polares y una menor afinidad de los compuestos
hidrofébicos P1 y P3 en estos medios. Es importante sefialar que al realizar los calculos de
Y en el sistema 2M2P:DMSO a una temperatura de 60 °C, los valores de 7y se ven en
general discretamente disminuidos con respecto al sistema evaluado a 55 °C,
comportamiento que resultaria coherente con un aumento generalizado en la afinidad de
los compuestos con el medio de reaccion. Es decir, una mayor solubilidad de todos los
componentes del sistema en el medio de reaccion por efecto de la temperatura (figura
20).
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Figura 20. Coeficientes de actividad termodindmica (y) a dilucién infinita de los
productos de la acilacién del 6-amino-1-hexanol con el 4cido oleico (éster P1, amida
P2 y producto diacilado P3). Célculos realizados en 2M2P adicionado con diferentes
proporciones de DMSO a 60 °C.

Con el fin de aportar elementos adicionales que confirmen la influencia de los
componentes estructurales de los productos P1, P2 y P3 sobre los valores de 7y se
realizaron calculos modificando la naturaleza hidrofébica de las moléculas mediante la
modificacion en la longitud del residuo acilo. Como se muestra en la figura 21 al convertir
a los productos en moléculas mas polares mediante la disminucién de la longitud del
residuo acilo, los valores de Y en 100% piridina disminuyen progresivamente hasta
alcanzar los valores mas bajos para las moléculas menos hidrofébicas con el residuo C4.
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Figura 21. Coeficientes de actividad termodindmica (y) a dilucién infinita de
los productos de la acilacién del 6-amino-1-hexanol con el 4cido oleico (éster
P1, amida P2 y producto diacilado P3.). Célculos realizados en 100%
piridina ambos a 55 °C.
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De manera general, el disefio de un medio de reaccion que conduzca
adecuadamente a procesos enzimaticos selectivos, consiste en un barrido de diferentes
sistemas de reaccion. Bajo la estrategia presentada en este trabajo, el parametro principal
de evaluacion de los diferentes sistemas ha sido el cdlculo de los coeficientes vy para los
productos en diferentes medios de reaccién. El analisis de estos calculos resultd
congruente con las observaciones previamente reportadas, en donde en medios de
reaccion hidrofdbicos los valores de los coeficientes Y son menores para los productos
hidrofdbicos y por lo tanto se presume una acumulacién preferencial en dichos medios.
Por el contrario, en medios polares los valores de los coeficientes 7y resultaron menores
para los compuestos polares, resultando estos sistemas mas favorables para su
acumulacidn. Si bien esta estrategia puede arrojar informacion importante en términos de
la prediccion del medio mas favorable para establecer una sintesis quimioselectiva para el
sistema de reaccidn entre el 6A1H y el acido oleico catalizada por CalB, la confianza en los
resultados demanda una confirmacién experimental.

6.2 Acilacién enzimatica del 6-amino-1-hexanol: Evaluacién experimental

Es importante sefialar que el disefio de un medio de reaccidén utilizando una
estrategia termodindmica que permita una estimacién confiable de los coeficientes 7y de
los productos de una reaccion enzimatica, debe conducir a la disminucion significativa del
numero evaluaciones experimentales. De la seccidn anterior se concluye que para la
acumulacién de productos hidrofébicos (i.e. P1 y P3) el hexano puede resultar un
disolvente adecuado. Sin embargo, en el caso de la sintesis de productos polares (i.e. P2)
la estimacién de los coeficientes ¥ en diferentes medios de reaccidn hizo suponer que
disolventes como el 2M2B y el 2M2P o mezclas de estos en presencia de DMSO (>30%) y
piridina (100%) podrian ser los mas indicados. Para la evaluacién experimental de la
reaccion entre el 6A1H y el acido oleico catalizada por CalB se decidi6 evaluar al n-hexano
como medio de reaccion para la sintesis quimioselectiva de los productos hidrofébicos P1
y P3 y al 2M2B para la sintesis quimioselectiva de la amida P2. Si bien los sistemas 2M2P
adicionado con DMSO o el sistema 100% piridina arrojaron los valores mas contrastantes
de el coeficiente 'y para el producto P2 en relaciéon con los productos P1 y P3, estos no
fueron evaluados debido a que un numero importante de reportes mencionan que
concentraciones por arriba de 20% de estos disolventes afectan drasticamente la
capacidad catalitica de CalB (Pérez-Victoria l., 2006).

Por lo tanto, la evaluacion experimental se llevéd a cabo de acuerdo a las
condiciones descritas en la seccidon 5.2, en donde se establece que para las reacciones en
n-hexano y 2M2B la relacion molar 6A1H:acido oleico fue de 1:2. Con el fin de mantener
una actividad de agua lo mas baja posible al inicio del proceso, las reacciones se
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preincubaron durante 20 minutos a 55°C en presencia de tamiz molecular. Todas las
reacciones se estudiaron por triplicado y se iniciaron al agregar 10mg*ml* de CalB
monitoreandolas a diferentes tiempos de reaccidon hasta alcanzar el equilibrio. En un
primer tiempo el seguimiento de las reacciones fue durante 48 horas. Después de este
tiempo, las muestras centrifugadas fueron analizadas cualitativamente por cromatografia
de capa fina (TLC). Para observar y separar con mejor resolucion los productos de reaccion
se utilizaron dos fases de elucion (F1y F2) descritas en el apartado 5.3.

El analisis por TLC de la reaccién entre el 6A1H y el acido oleico catalizada por CalB
en 2M2B, utilizando la fase F1 (metanol:n-hexano:NH;OH; 70:29:1) como fase de elucion
se presenta en la figura 22a. En esta figura se observa que en el blanco de reaccién
(reaccion sin enzima) y el tiempo inicial de la reaccién solo aparecen los sustratos acido
oleico (Rf=0.47 reveld con yodo) y el amino-alcohol (Rf=0.1 revelé con ninhidrina). Se
presenta ademds un sistema de separacion alternativa utilizando una fase menos polar F2
(cloroformo:metanol:acido acético; 95:4.5:0.5 v/v) como fase de elucién (figura 22b), en
donde se confirma que en el blanco de reaccién y el tiempo inicial de la reaccion solo
aparecen los sustratos acido oleico (Rf=0.7) y el 6A1H (Rf=0.03).
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Figura 22. Placas TLC que muestran el perfil de sustratos y productos de la reaccién entre el 6-
amino-1-hexanol (6A1H) y el 4cido oleico catalizada por CalB en 2M2B. Se utilizaron dos fases de
elucién distinta para cada placa. a) fase de elucién F1 y b) fase de elucién F2.

En términos de los productos obtenidos después de la reaccion en 2M2B, al revelar
la TLC con ninhidrina se identifica a un primer producto (Rf=0.25, en figura 22), sefial que
pone en evidencia que este producto presenta un grupo amino libre (de manera similar al
sustrato 6A1H). Este primer producto se propone como el producto éster P1 debido a que
se trata del Unico producto de acilacion que tendria un grupo amino libre. En la misma
placa (figura 22a) se observa la aparicidon de un segundo producto, a partir de la primera
hora de reaccion (Rf=0.96). Asi mismo, se alcanza a apreciar que a partir de las 8 horas del
proceso, aparece otro compuesto con el mismo valor de Rf ya que la marca se torna mas
obscura, ambos compuestos revelan sélo con yodo. Al utilizar la fase F2, y al tratarse de
una fase poco polar, los compuestos que revelan con ninhidrina (P1y 6A1H) quedan en el
punto de aplicacidén por la fuerte interaccién del grupo amino libre con la silica, y los otros
dos productos son separados y solo revelan con yodo, es decir no contienen grupos amino

42



libres (figura 22a). El producto menos polar (Rf=0.91) se propone como el producto
diacilado y el mas polar (Rf=0.3) se propone como el producto amida.

Hasta este punto del andlisis de la reaccion efectuada en 2M2B podemos observar
de manera cualitativa, la conversidn concomitante del acido oleico en productos éster
(P1), amida (P2) y diacilado (P3). Si bien, el andlisis de las placas de TLC no da una idea
precisa de las proporciones de estos compuestos, si nos permite observar que durante el
proceso, la sintesis del éster alcanza un maximo de produccidon a las 2 horas y
posteriormente una disminucion significativa al final del proceso. De hecho, después de 48
horas de reaccion el producto mayoritario es el producto amida, mientras que los
productos éster y diacilado se acumulan en menor proporcién.

Las reacciones de acilacion efectuadas en n-hexano, al igual que las reacciones en
2M2B, mostraron la conversién del acido oleico en productos éster P1, amida P2 y
diacilado P3 (figura 23a y b). Sin embargo, al analizar las placas TLC con los mismos
sistemas de elucion F1 y F2 y en tiempos de reaccion equivalentes, se observa que,
contrario al sistema 2M2B, al final del proceso los productos hidrofébicos P1 y P3 se
acumulan de manera preferencial (figura 23a y figura 23b). Evidentemente, en tiempos
similares de reaccién la acumulacién de la amida es significativamente menor (figura 23b).

En términos generales, los resultados obtenidos de estas reacciones muestran total
coherencia con la prediccion hecha a partir de los calculos tedricos de los coeficientes 'y
reportados en la seccidn previa. Sin embargo para corroborar esta apreciacidon fue preciso
confirmar la naturaleza quimica de los productos obtenidos y obtenerlos en cantidad y
pureza suficiente para poder cuantificarlos. Para esto fue necesario desarrollar las
metodologias apropiadas para la produccién de dichos compuestos a escala de miligramos
(20-100 mg).
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Figura 23. Placas TLC que muestran el perfil de sustratos y productos de la reaccién entre el 6-
amino-1-hexanol (6A1H) y el 4cido oleico catalizada por CalB en n-hexano. Se utilizaron dos fases
de elucion distinta para cada placa. a) fase de elucién F1 y b) fase de elucién F2.

6.3 Purificacion y caracterizacion de los productos de la acilacion enzimatica del 6-
amino-1-hexanol

6.3.1 Recuperacion y purificacion de los compuestos

La recuperacion y purificacion de los productos P2 y P3, se inicié a partir de las
mezclas de reaccion obtenidas en la acilacién enzimatica del 6-amino-1-hexanol. Para este
proceso se partid de las mezclas obtenidas en los sistemas n-hexano y 2M2B después de
48 horas de reaccién. Primeramente, se procedio a separar la enzima y el tamiz molecular,
proseguida de la evaporacion del disolvente. Una vez evaporado el disolvente, los residuos
fueron resuspendidos en la fase de elucién F1 en el minimo volumen posible, para
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posteriormente ser separados y aislados por cromatografia flash. Considerando que el
valor de Rf asignado a estos compuestos en la capa fina (Rf=0.96), se tratd de realizar la
separacion usando la fase mévil F1 como eluyente en la columna. Desafortunadamente
esta separacién no fue lograda ya que los productos asignados como producto P2y P3
eluyeron en gran parte de manera conjunta con el donador de acilo pese a su diferencia
en su valor de Rf observados en la placa TLC. Debido a esto, se evalud la fase F2 como
nueva fase moévil lograndose aislar en este sistema a los productos asignados como amida
P2 y diacilado P3.

Para la purificacién del producto identificado como posible éster P1 (Rf=0.25 en
F1), se utilizé el crudo de n-hexano a las 2 horas de reaccidon y se planted el mismo
procedimiento que para el sistema 2M2B, sin embargo, debido a la similitud de su valor
de Rf con el valor de Rf para el acido oleico, se prefirié neutralizar el acido y extraerlo en
un sistema de dos fases, previo a la separacion en la columna flash. Para efectuar esto, se
resuspendieron en diclorometano los residuos de la reaccion y se realizaron extracciones
con una solucién acuosa de hidréxido de sodio a pH 12 hasta dejar de observar turbidez
en las fases (agua-disolvente). Ya neutralizado el acido, se separd la fase organica por
decantacion y fue deshidratada utilizando sulfato de sodio anhidro. La sal insoluble del
acido oleico fue separada por filtracion al vacio y posteriormente el disolvente fue
evaporado con una corriente de aire. Se realizd la cromatografia flash con el residuo
obtenido y se logro la recuperacién del producto correspondiente al asignado como éster
P1 (aproximadamente 20 mg). Ya aislados los 3 productos de reaccién se procedid a su
caracterizacion quimica por diferentes métodos analiticos.

6.3.2 Resonancia magnética nuclear (RMN)

La estructura quimica de los productos acilados purificados P1, P2 y P3 fue
determinada por espectroscopia 'H RMN v 13C RMN en CDCl; a 200 MHz. En primer lugar,
los espectros generados para el compuesto P3 son presentados en la figura 24, a partir de
los cuales se confirmo la estructura del producto diacilado. Es importante sefialar que para
la asignacion de la estructura del producto P3 fue crucial la identificacidon de las sefiales
caracteristicas de la cadena hidrocarbonada en campo alto y la insaturacion de estas
cadenas en campo bajo. Ademas, las sefiales diferenciadas del carbonilo amida y del
carbonilo éster, a las cuales de acuerdo a reportes previos, se les asignaron las sefiales en
el espectro de 3¢ de 173.112 y a 174.044 ppm respectivamente. A partir de estos datos, la
identificacion de los compuestos amida P2 y éster P1 fueron establecidas (ver detalle de la
elucidacion estructural en el anexo 2).
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Figura 24. Espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) del compuesto correspondiente al producto diacilado P3 en
la fase de elucién F2 observado en la cromatografia por capa fina. De manera més sobresaliente, en el >C se observa
claramente el desplazamiento de dos grupos carbonilo, uno a 173.235 correspondiente al grupo amida y otro a 174.044
ppm correspondiente al grupo éster de este compuesto. Asi mismo en el 'H se ve la sefial abultada de un hidrégeno a

5.489 ppm, sefial caracteristica del -NH- del grupo amida.
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Bajo esta referencia, y apoyados en los espectros correspondientes, se confirmo la
estructura del producto amida P2 y del éster P3. Asi, las sefiales comunes de las cadenas
hidrocarbonadas en el éster y la amida son identificadas al mismo tiempo que la de los
carbonilos diferenciados para cada compuesto. En la seccién de anexos se reporta el
detalle de la caracterizacion estructural, asi como los espectros de resonancia
correspondientes para cada compuesto.

6.3.3 Espectroscopia Infrarroja (IR)

Para tener una mayor certeza en los resultados obtenidos en las resonancias, se
efectud un analisis por espectroscopia infrarroja (anexo 2). En el espectro obtenido del
producto P3, se detectd la presencia de un grupo amida y de un grupo éster, identificados
por la presencia de dos sefiales una a 1634 cm™ (amida) y otra a 1725 cm™ (éster), ambas
de intensidad muy similar. Con respecto al espectro IR de del producto P2 se identifico
una sefial muy clara a 1634 cm™ ratificandolo como producto amida.

6.3.4 Espectrometria de Masas

Se realiz6 un analisis de espectrometria de masas a los productos aislados P3 y P2.
El andlisis de ambos compuestos se efectud por separado utilizando la técnica FAB+
arrojando como resultados un ion masico de m/z=645 gmol™ para el diacilado y una m/z=
382 gmol'1 para la amida (anexo 2). Las relaciones masa carga obtenidas correlacionan de
manera correcta con los pesos moleculares de los productos de reaccion ahora
confirmados.

Es importante sefialar que, ademas de haber elucidado la estructura de los
productos obtenidos en la reaccion de acilacion entre el 6-aminohexanol y el acido oleico
catalizada por CalB, la suma de las evidencias estructurales aqui presentadas confirman
que en los sistemas n-hexano y 2M2B si es posible la sintesis y acumulacién de la amida
P2, incluso, en el sistema 2M2B es posible acumularla de manera selectiva. Estos
resultados contrastan fuertemente con lo reportado previamente para un sistema de
reaccion similar, en donde en todas las reacciones estudiadas se descarta la presencia del
compuesto amida (Husson E. et al., 2008).
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6.3.5 Sintesis quimica producto éster (P1)

Un elemento adicional que contribuyd a confirmar la identidad estructural del
compuesto P1, fue la comparacion de los resultados espectroscépicos del producto P1
obtenido por sintesis enzimatica con la caracterizacién estructural del compuesto
obtenido por sintesis quimica. Cabe mencionar que esta estrategia no se puede establecer
con la sintesis quimica del compuesto P2, ya que no es posible acilar quimicamente el
extremo amino del 6-amino-1-hexanol, sin la obligada proteccion de su extremo alcohol.
En efecto, debido a la complejidad en la proteccidn del grupo alcohol de esta molécula, la
acilaciéon enzimatica del sustrato 6-amino-1-hexanol (6A1H) queda como una alternativa
adecuada de sintesis selectiva.

Para la sintesis quimica del éster se siguié la metodologia detallada en la seccién
de 5.6. de materiales y métodos. Se utilizd al 6-amino-1-hexanol con el grupo amino
protegido con cloruro de benciloxicarbonilo (Cbz) y el acido oleico como donador de acilo,
(figura 25). Al finalizar la reaccion el éster sintetizado se purificd por cromatografia flash
usando la fase F1 y posteriormente se procedié a su desproteccion por hidrogenacién
catalitica utilizando paladio sobre carbono como catalizador. La desproteccién fue
monitoreada cualitativamente por capa fina revelada con ninhidrina, la cual confirmé la
presencia del amino libre en el producto P1, asi como la ausencia del fenédmeno de acil
migracion. Al terminar la hidrogenacién, el producto desprotegido fue purificado por
cromatografia flash y fue caracterizado por RMN confirmandolo como O-
oleoilaminohexanol (P1).

—0

Chz

[2]

e

CbZ\N /\/\/\/OH

+

HoN v\/\/\ HCI
OH

Figura 25. Reaccién de proteccién para el grupo amino del 6-amino-1-hexanol utilizada para la sintesis
quimica del éster.

Ya contando con los tres productos de la acilacion debidamente purificados y
caracterizados estructuralmente, se procedié a la construccion de curvas estandar en
HPLC y a la cuantificacidn de las reacciones de sintesis en n-hexano y 2M2B. El conjunto de
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compuestos purificados se presenta en la figura 26, en la cual se confirman los valores de
Rf asignados previamente en las placas TLC.
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Figura 26. Placas TLC que muestran los estdndares de los sustratos y productos
encontrados después de la reaccién entre el 6-amino-1-hexanol (6A1H) y el acido
oleico catalizada por CalB en n-hexano y 2M2B. Se utilizaron dos fases de elucién
distinta para cada placa. a) fase de eluciéon F1 y b) fase de elucion F2, ambas se
revelaron con Yodo.

6.4 Cuantificacion de las reacciones de acilacion enzimatica del 6-amino-1-hexanol:
Perfiles cinéticos

Las reacciones se efectuaron en condiciones de temperatura y de concentraciones
de sustrato y enzima similares a las etapas anteriores. Para esta etapa, el estudio se
centrd en uso de n-hexano y 2M2B como disolventes. El seguimiento de las reacciones se
efectud primeramente por andlisis de TLC durante 96 horas, de manera que pudiera
establecerse de forma aproximada el punto de equilibrio del sistema. Posteriormente las
muestras monitoreadas se analizaron por HPLC.
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6.4.1 Andlisis cualitativo de los medios de reaccion

De manera similar a los experimentos anteriores los analisis en TLC se efectuaron
con las fases F1 y F2. La modificacion realizada en esta etapa consistié en eluir la placa
completa con la fase F2 y subsecuentemente se eluyé el 50% de la placa con la fase F1.
Esta estrategia se adoptd para separar en una primera elucion (fase F2) al producto P3, al
producto P2 y al sustrato acido oleico y en la segunda etapa separar al producto P1 del
sustrato 6-amino-1-hexanol (fase F2).

2M2B
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Figura 27. Placas TLC que muestran el perfil de sustratos y productos de la reaccién entre el 6-
amino-1-hexanol (6A1H) y el 4cido oleico catalizada por CalB en 2M2B a 55°C.

En la figura 27 se presenta el perfil TLC de la reaccion realizada en 2M2B en donde
se observa una alta velocidad de transformacion del 6A1H formando al producto P1. A
partir de las 2 horas de reacciéon se produce una disminucion drastica de P1 hasta
practicamente desaparecer al final del proceso. El punto maximo de produccién de P1
coincide con el aparente inicio de la sintesis de los productos P3 y P2, compuestos que
mantienen su velocidad de sintesis, incrementando su concentracién hasta el final del
experimento (96 h).

En el caso de la reaccidon efectuada en n-hexano el perfil TLC (figura 28) también
muestra un incremento rapido en la sintesis de éster P1 seguido de un dramatico
descenso, pero a diferencia de la reaccion en 2M2B, la concentracion de éste,
aparentemente alcanza un nivel mayor en menor tiempo. Para el caso de la amida P2, es
importante sefialar que si bien su sintesis es constante, los niveles alcanzados al final del
proceso son sensiblemente menores que los que alcanzd este producto en 2M2B.
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Finalmente, la sintesis del producto diacilado P3 es constante durante practicamente todo
el proceso y su acumulacion mas favorable que la alcanzada en 2M2B.
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Figura 28. Placas TLC que muestran el perfil de sustratos y productos de la reaccién entre el 6-
amino-1-hexanol (6A1H) y el 4cido oleico catalizada por CalB en n-hexano a 55°C.

6.4.2 Andlisis cuantitativo de los medios de reaccion

Para tener un analisis mas detallado de las reacciones descritas en la seccién
anterior, se realizé la cuantificacion de las muestras de las reacciones por HPLC y se
establecié el perfil cinético de los procesos después de 144 horas de reaccion (figura 29 y
30). Con el fin de comprobar que las condiciones observadas al final de la reaccién
correspondieran realmente al equilibrio termodindmico, se agregd mas enzima después
de las 144 horas de reaccién. Se tomaron muestras a las 168 y 172 horas, se cuantificaron
por HPLC y se obtuvo una concentracién practicamente igual al observado a las 144 horas,
confirmando de manera efectiva las condiciones de equilibrio.
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Figura 29. Perfil cinético correspondiente a la reaccién de acilacién entre el 6-amino-1-hexanol (100mM) y el 4cido
oleico (200mM) a diferentes tiempos de reaccién en n-hexano. Del lado derecho se encuentran las pendientes que
corresponden a las velocidades iniciales de cada producto. Proceso catalizado por CalB (10mg/ml) a 55°C.

En los perfiles cinéticos, se observa en primer lugar, una conversién del amino-
alcohol (6A1H) 88+6% para n-hexano (figura 29) y del 70+7% para el sistema 2M2B (figura
30). Asi mismo se observa que al alcanzar el equilibrio termodindmico, en los dos sistemas
se encuentran todos los posibles productos de reaccidn, a concentraciones diferentes en
cada uno de ellos. De esta manera, es notoria la acumulacion del compuesto diacilado P3
como producto mayoritario en n-hexano alcanzando una concentracion final de 59mM.
Aunado al compuesto diacilado, en este sistema se observa una concentracién final del
éster P1 de 21mM. El conjunto de estos productos hidrofdbicos logran conformar un
90.2% del total de los productos formados y solo un 9.8% correspondiente al producto
polar amida P2. Como correspondid a la prediccién realizada de manera tedrica
calculando los coeficientes Yy de estos compuestos en n-hexano (Yp1=2.59, ¥p,=159.29,
Yr3=4.57), estos resultados experimentales confirman al proceso en n-hexano como un
sistema quimioselectivo hacia los productos mas hidrofdbicos y validan de manera
efectiva las predicciones cuantico-termodinamicas presentadas en la seccidon
correspondiente. Es importante resaltar la alta concentracion alcanzada de éster (P1)
(70mM) entre las 2 y las 4 horas de reaccion. Resultado que convierte a este proceso en
un método de resolucién cinética quimioselectiva favorable para la sintesis del éster
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correspondiendo a un 80% del total de productos formados a ese tiempo de reaccién (2-
4h).
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Figura 30. Perfil cinético correspondiente a la reaccién de acilacién entre el 6-amino-1-hexanol (100mM) y el 4cido
oleico (200mM) a diferentes tiempos de reaccién en 2M2B. Del lado derecho se encuentran las pendientes que
corresponden a las velocidades iniciales de cada producto. Proceso catalizado por CalB (10mg/ml) a 55°C.

De manera contrastante, en el grafico correspondiente a la cinética de reaccion en
2M2B (figura 30), el equilibrio favorece la acumulacién del producto amida (P2)
alcanzando una concentracién final de 60.3mM. Esto concuerda con los perfiles obtenidos
en capa fina y confirma experimentalmente la quimioselectividad favorable hacia el
producto P2 en 2M2B en un 84.5% y de solo 15.5% para los productos no polares P1y P3.
Al igual que en el sistema n-hexano, estos resultados experimentales ratifican al proceso
2M2B como un sistema quimioselectivo hacia el producto polar (P2) y nuevamente
confirman la utilidad de las predicciones cudntico-termodinamicas presentadas
anteriormente (p1=0.09, Yp,=0.43, ¥»3=0.07).

En términos del comportamiento cinético de ambos sistemas, al analizar las
velocidades iniciales correspondientes a la sintesis de los productos, se observa
claramente que en ambos sistemas la velocidad de reaccién correspondiente a la
formacién del éster P1 es netamente superior a las velocidades de sintesis de los demas
compuestos (P2 y P3). Esto confirma que el producto que se acumula con mayor rapidez
en los dos sistemas de reaccion es el producto P1, encontrado su concentracion maxima
entre las 2 y las 4 horas de reaccion, tiempo al cual comienza a desaparecer
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aparentemente para formar producto diacilado P3. Con respecto a la sintesis de la amida,
es importante sefalar que su velocidad de sintesis en 2M2B es mayor que la velocidad de
sintesis del diacilado, sin embargo, en el sistema n-hexano la velocidad de sintesis de la
amida es menor comparada con el producto P3 (pendientes de la figura 29 y 30). De
hecho, de acuerdo a la cinética presentada en la figura 30 (reaccidon en 2M2B) en donde se
observa una disminucién importante en la concentracion del producto diacilado (clara a
partir de 60h) y una velocidad de sintesis menor que la velocidad para la amida P2, el
efecto puede estar asociado a que parte del diacilado generado es rapidamente
hidrolizado por la enzima por su extremo éster, contribuyendo asi, a la formacion de
amida. Esta reaccion de hidrodlisis en el extremo éster podria ser un comportamiento
normal de la enzima considerando que se trata de una reaccidén natural de las lipasas en
presencia de cantidades suficientes de agua en el medio de reaccién. De hecho, esta
cantidad de agua podria ser producida como resultado de las reacciones de acilacidn,
cantidad que al parecer el tamiz molecular no logra capturar por completo en este medio
(2M2B). Si bien este comportamiento no es evidente en el sistema n-hexano (figura 29),
no se descarta la posibilidad de que en este sistema la sintesis inicial del producto amida
P2 pueda ser debida a ambos procesos: por acilacion directa sobre el sustrato 6A1H o por
hidrdlisis del diacilado formado. Estas hipotesis serdan abordadas en detalle en secciones
subsecuentes.

La tabla 4 y la figura 31 resumen los resultados experimentales concernientes a la
acilacién enzimdtica del 6-amino-1-hexanol con el acido oleico. En estos resultados se
aprecia que al equilibrio de la reaccion en los sistemas 2M2B y n-hexano resultan
guimioselectivos para la sintesis de compuestos polares y compuestos hidrofébicos
respectivamente. De hecho, a conversiones por arriba del 70% en ambos sistemas la
acumulacién de producto polar P2 en 2M2B es casi 9 veces mayor que la acumulacion de
los compuestos no polares P1 y P3. Por el contrario, en el sistema n-hexano, la
acumulacién preferencial de los compuestos hidrofdbicos resulto casi 10 veces mayor que
la acumulacién del compuesto polar. De manera grafica en la figura 31, se observa que los
resultados se apegan casi en su totalidad a lo predicho teéricamente mediante el célculo
cuantico-termodindmico de los coeficientes Y. En resumen, medios de reaccion
hidrofilicos (polares) resultaron efectivos para la acumulacién de compuestos polares y
medios de reaccion hidrofdébicos (apolares) favorecieron la acumulacién de moléculas no
polares. Como se ha ido presentando a lo largo de este estudio, el nivel de polaridad
(hidrofilicidad) o de hidrofobicidad de los disolventes o de las moléculas en cuestion estd
estrechamente ligado a las caracteristicas estructurales de dichos compuestos.
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Tabla 4. Eficiencia y selectividad de la reaccion de acilacién del 6-amino-1-hexanol (6A1H) con é4cido oleico 2:1
catalizada por CalB a 55°C.

Selectividad
Sistemas de | Tiempo de reaccion  Conversion (P2) (P3) Hidrofébicos
reaccion (h) 6A1H (P1+P3)
2M2B 144 70.0£7 % 4.40% 84.5% 11.1% 15.5%
n-hexano 144 85.5%6 % 24.0% 9.80% 66.2% 90.2%

® Amida (P2)
= Diacil (P3)
= Ester (P1)

Concentracion (mM)

= B

n-hexano
Figura 31. Concentracién al equilibrio de los productos de la reaccién de
acilacion del 6-amino-1-hexanol (100mM) con el acido oleico (200mM)
catalizado por CalB (10mg/ml) a 55°C en 2M2B y en n-hexano.

6.5 Condiciones que definen la ruta de sintesis del producto P2 N-oleoilaminohexanol:
acilacion directa o hidrdlisis

A pesar de que los reportes de la literatura mencionan que el producto amida P2
no se sintetiza en sistemas de reaccion similares a los probados en este trabajo, los
calculos tedricos del coeficiente ¥ para el producto amida P2 y nuestros resultados
experimentales mostraron que este producto puede sintetizarse ya sea en n-hexano o en
2M2B. En efecto, los célculos establecieron que el medio mas favorable para este
compuesto es el 2M2B, en donde el valor de 7y resulta sensiblemente menor al valor
calculado en n-hexano. Este comportamiento altamente quimioselectivo se demostrd
experimentalmente en ambos sistemas, confirmando la validez de las predicciones y
poniendo en relevancia su utilidad en el disefio de medios de reaccidén en biocatalisis. Ante
estas evidencias, nuestro interés se centrd en describir cual es el perfil cinético que
determina el modo de sintesis de la amida P2 y como este perfil se puede asociar con su
nivel de acumulacién en cada uno de los sistemas evaluados.
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6.5.1 Acumulacion de N-oleoilaminohexanol

Si bien a concentraciones diferentes, la generacion de P2 (N-oleoilaminohexanol)
es un hecho innegable en los sistemas n-hexano y 2M2B. De acuerdo a lo observado
(figura 29 y 30), se sugiere que en dichos disolventes (ambos en condiciones de bajo
contenido de agua favorables a la sintesis) una parte de la acumulacién de la amida podria
darse por acilacion directa sobre el grupo amino del 6-amino-1-hexanol (figura 32a). Sin
embargo, otra parte de la acumulacion de la amida podria también deberse a la hidrolisis
enzimdtica del enlace éster correspondiente al producto diacilado (figura 32b), resultado
que fue mucho mas evidente en el sistema 2M2B. La estrategia general en la definicién de
la ruta preferencial de sintesis de este producto P2, fue el establecer las condiciones en las
cuales predomina cada una de estas dos posibilidades y como pueden ser manipuladas
manteniendo la quimioselectividad del sistema. Hasta cierto punto, el perfil de sintesis de
productos es muy similar en los dos sistemas estudiados (n-hexano y 2M2B). Sin embargo,
por la acumulacion preferencial de P2 en 2M2B y por la posible hidrdlisis de P3, se decidid
utilizar al sistema 2M2B como modelo para el estudio de la ruta de formacién del
producto amida P2.

a) 0
H

HoN )J\ PN CalB CSH17E/C7H14 N\/\/\/\

OH + OH ) CiHyy  CeHiz Disolvente P2 \"/ OH

6ATH Ac. Oleico 55°C 0 :
H,O
b) 0 H
H
CH CH. N )I\ — CalB CegH Gl N NN
FIN—" 71“4/ 0 CHig CsH17 "Disolvente ;217E/ OH
+ 0
P3 5 55°C 0

Figura 32. Posibles rutas de sintesis del producto N-oleoilaminohexanol P2 en 2M2B. a) reaccioén de sintesis por
acilacion directa del 6-amino-1-hexanol (6A1H), b) reaccién de hidrdlisis enzimdtica efectuada por CalB sobre el enlace
éster del producto N,O-dioleoilaminohexanol P3.

6.5.2 Hidrdlisis del N,O-dioleoilaminohexanol: diacilado P3

Con el fin de establecer con certeza si el compuesto P3 es sensible a la hidrdlisis
enzimatica con CalB y si a partir de esta reaccion la acumulacion de la amida P2 es
significativa, se realizaron 2 sistemas de reaccion (2M2B y n-hexano) en condiciones
similares a las reacciones previamente reportadas (T=55 °C, CalB 10 mg*mL"). En estas
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reacciones se utilizé como Unico sustrato al N,O-diolecilaminohexanol P3 (25mM) vy se les
adiciond un equivalente de agua a manera de favorecer la reaccién de hidrélisis con CalB.
De igual forma, como control se colocaron 2 sistemas con los mismos disolventes en
condiciones anhidras (sin adicion de agua), todos los procesos fueron monitoreados
durante 144 horas de reaccién. Con algunas de estas muestras se realizd una placa de
cromatografia de capa fina usando primeramente F2 como eluyente (especifico para
visualizar diacilado P3, amida P2 y acido oleico), para posteriormente eluir el 50% de la
placa con F1 (visualizar éster P3 y 6A1H). Al revelar la placa (figura 33), se pudo observar
en ambos disolventes (con adicién o sin adicidn de agua) la aparicién del acido oleico y de
la amida P2, una reaccién control sin enzima no género ningun producto. De hecho, en los
controles considerados anhidros, se observaron los productos de hidrélisis acido oleico y a
la amida P2 con la misma intensidad que las reacciones con un equivalente de agua. En el
caso de las reacciones en n-hexano las intensidades de los productos fueron muy tenues
mostrando una baja conversion del producto diacilado P3, no asi en 2M2B. Este
comportamiento sugiere que en el sistema 2M2B deshidratado existe una actividad de
agua suficiente para efectuar una hidrdlisis significativa, mientras que en el sistema n-
hexano deshidratado e hidratado al parecer podria ser necesaria una cantidad mayor de
agua para poder observar una reaccion de hidrélisis mas notable.

Al no detectarse la aparicidn del producto P1, se confirma que la hidrdlisis de P3 se
lleva a cabo solamente sobre el enlace éster.

a) | &)
_|LDiauiI (F3)
Revelado Ac. oleico
con Yodo } o
—}Amida (P2)
Revelado con)
Mirhidrina
T e e T e
L 0 2 4 & 10 24 42
Theamipo {h) | Thempo {h)

Figura 33. Placas TLC que muestran el perfil de productos de la reaccién de hidrdlisis enzimatica efectuada
por CalB a 55°C sobre el enlace éster del producto diacilado P3. a) sistema n-hexano y b) sistema 2M2B.

Con el fin de estimar la disponibilidad del agua para las reacciones de hidrélisis
enzimatica, se calculd su coeficiente Y en ambos sistemas 2M2B y n-hexano. El valor de

57



Yh:0 @ dilucién infinita arrojé un valor de 387.79 en n-hexano y un valor de 3.29 en 2M2B.
Esto indica que si bien la disponibilidad del agua en 2M2B seria menor que en n-hexano,
esta disponibilidad es suficiente para llevar a cabo la reaccidén de hidrdlisis del producto
P3, en otras palabras, su hidrélisis es un proceso muy favorable en ambos sistemas. Sin
embargo, la acumulacion baja de P2 en n-hexano, confirma nuevamente su poca afinidad
por este disolvente acorde a los resultados arrojados por los calculos tedricos. Al
encontrar que la reaccién efectuada en 2M2B aparentemente presentaba una mayor
conversion y una acumulaciéon preferencial de producto amida P2, y por ser el modelo de
estudio elegido, se procedio a la cuantificacién de dicha reaccién (figura 34).

2M2B —4— 6A1H
30 . p
(P3 como sustrato inicial) —&— Ac.Oleico
25 Amida (P2)
E 20 /./N/\_\’___- == Diacil (P3)
p ,
. Ester (P1)
o
- -
E 15 i
-t
o
e 10
2 — —
e 0
5 4
0 J —3—3—5—0—$—3—3 & L o
0 25 50 75 100 125 150
Tiempo (h)

Figura 34. Cinética de la reaccion de hidrdlisis del N,O-dioleoilaminohexanol (25mM) con un
equivalente de agua en 2M2B catalizada por CalB (10mg*ml™) a 55°C.

En dicha figura se observa una rapida velocidad de hidrolisis del diacilado P3 con la
consecuente apariciéon de amida y acido oleico en la misma proporcion; no se detecto la
presencia del producto éster P1. Cabe mencionar que de manera similar a las reacciones
reportadas previamente, en este medio de reaccion 2M2B la acumulacién del producto
amida P2 es sensiblemente superior a los niveles residuales de diacilado P3. Los niveles de
conversion variable del producto diacilado P3 con la consecuente acumulacién de amida
P2 en los sistemas 2M2B y n-hexano, aportan elementos que contribuyen a confirmar la
hipotesis de que la acumulacion del compuesto P2 por hidrodlisis del enlace éster presente
en el producto P3 depende de las condiciones de la reaccion (contenido de agua) y de la
composicidon del medio de reaccién y la naturaleza del disolvente.
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6.5.3 Acilacion enzimdtica del N-oleoilaminohexanol y O-oleoilaminohexanol

Con el fin de aportar elementos adicionales sobre la via de formacion de los
diferentes productos de reaccion y en especial el del compuesto amida P2, se decidid
efectuar 2 reacciones de acilacidon de los compuestos monoacilados en 2M2B. La primera
de ellas utilizando como sustrato a la amida P2 y en la otra utilizando como sustrato al
éster P1. La hipdtesis planteada para la reaccion con la amida P2 fue que en condiciones
favorables para la reaccion de acilacién, bajo contenido de agua y presencia de un agente
acilante, una proporcion de la amida serd transformada en diacilado P3 por esterificacion
en su grupo alcohol libre y este diacilado no sera hidrolizado para acumular éster P1. Las
condiciones de reaccidn fueron 10mg*ml™de CalB a 55 °C, una concentracién inicial de
amida P2 de 35mM vy acido oleico a 100mM.

En la figura 35 se observa una transformacién rdpida de la amida P2 (65%),
originando de manera proporcional la formacién de producto diacilado P3. Después de 8
horas de reaccion el sistema alcanza el equilibrio sin detectarse la formacion del éster P1.
Tampoco se observa la formacién de 6A1H ni un incremento del donador de acilo. De esta
manera confirmamos que el producto diacilado P3 puede ser generado por acilacion de la
amida P2 y que la acumulacion selectiva de estos compuestos depende de las condiciones
del sistema. Ademads se confirma que bajo estas condiciones no se lleva a cabo la hidrdlisis
del enlace amida en el sistema.

2M2B —4— 6A1H

180 (P2 como sustrato inicial) —a— Ac.Oleico

160 Amida (P2)
S 140 —>¢=—Diacil (P3)
E 120 - Ester (P1)
c
‘0 100 -
o
(0]
b= 80
c
]
S 60 -
]

40 -

1 e
N
20
%
0 25 50 75 100 125 150
Tiempo (h)

Figura 35. Cinética de la reaccién entre el N-oleoilaminohexanol P2 (35mM) con &cido
oleico en 2M2B catalizada por CalB (10mg*ml™) a 55°C
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Si bien, a partir de los cdlculos de y para P1, P2 y P3, se establecio que estos tres
compuestos podrian acumularse de la misma forma en 2M2B (no fue el caso para el
sistema n-hexano), la selectividad depende de las condiciones especificas del sistema. Asi,
en condiciones de acilacién como son las condiciones de este experimento la acumulacion
del diacilado P3 se ve favorecida, por otro lado en condiciones de hidrélisis como las de la
reaccion general o de las presentadas en la seccién anterior, el producto P2 serd
acumulado preferencialmente por acilacion directa o por hidrélisis del compuesto P3.

En lo que se refiere a la reaccion efectuada en presencia del éster P1, la hipotesis
planteada fue que en condiciones favorables para la reaccion de acilacion (bajo contenido
de agua y presencia de agente acilante), una proporcion el éster P1 sera transformado en
diacilado P3 y otra proporcidn podria ser hidrolizado para generar amino-alcohol y este a
su vez podria ser transformado en amida P2. En este caso, las condiciones de reaccién
fueron 10mg*ml'1de CalB a 55 °C, una concentracidn inicial de éster P1 de 25mM vy acido
oleico a 100mM.

En la figura 36 se observa una lenta y escasa generacion de amida P2, de producto
diacilado P3 y de 6A1H, la concentracion al equilibrio de los productos de esta reaccion
fue muy similar: 3.9, 4.7 y 6mM respectivamente. La conversiéon del acido oleico apenas
de un 15% y del éster P1 menos del 40%. La presencia de 6A1H en el sistema confirma la
sensibilidad del éster para ser hidrolizado por CalB. De hecho, al hacer un balance de los
productos formados en la reaccion (P3 y 6A1H) se infiere que el éster se transforma
preferencialmente en 6A1H por hidrdlisis y no en diacilado por amidacién. Ademas, que la
acilaciéon del éster (reaccién de amidacion) para formar el diacilado P3 es lenta, lo que
resulta coherente con lo reportado en la literatura en donde se sugiere que para las
lipasas, la velocidad de formacion de ésteres es superior a la velocidad de formacion de
amidas. Por ultimo, pero no menos importante, en lo referente a la generacion de amida
P2, se confirma también que su produccion se debe tanto a la posible hidrdlisis del
producto diacilado P3 ya formado (por el extremo éster), asi como a su sintesis por
acilacién directa del 6A1H acumulado en el medio (por el extremo amino).
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Figura 36. Cinética de la reaccidn entre el O-oleoilaminohexanol P1 (25mM) con 4cido oleico
en 2M2B catalizada por CalB (10mg mL™") a 55°C

6.5.4 Reaccion general en presencia inicial de N-oleoilaminohexanol

Si se considera que la conversion maxima de amida P2 en el equilibrio de Ila
reaccidon general estd determinada por una capacidad maxima del medio para poder
acumularla, una concentracién equivalente al inicio de la reaccién no permitira una
acumulacién adicional en el sistema. Asi entonces, considerando que la reaccién general
de acilacion del 6-amino-1-hexanol con el acido oleico como donador de acilo acumulé
una concentracién total de 60.3mM de amida al equilibrio, se realizd una reaccién en
2M2B a las condiciones usuales, pero “dopada” (dopar: adicionar de manera voluntaria
una sustancia para producir un comportamiento especifico) con amida. En este caso, se
considerd con una concentracion inicial de 60mM de este compuesto junto con las
concentraciones equivalentes de 6A1H, de 4acido oleico y agua que corresponden al
equilibrio de la reaccidn global. Asi, se utilizd 140mM de acido oleico, 40mM de amino-
alcohol y 60mM de agua. El proceso se realizé por duplicado y se monitoreo de la misma
manera que las reacciones anteriores observandose el comportamiento cinético mostrado
en la figura 37.
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Figura 37. Cinética de la reaccion de acilacion del 6-amino-1-hexanol (40mM) con 4cido oleico
(140mM) en 2M2B catalizada por CalB (1Omg*ml'1) a 55°C en presencia de 60mM de amida P2
y 60 mM de agua.

Como se puede observar en la cinética, la concentracién de amida P2 tiene un
drastico descenso a las primeras 3 horas de reaccién, evento que coincide con la
concomitante formacién de compuesto P3. Al mismo tiempo de reaccion se observa una
disminucion del 6A1H equivalente al aumento de éster P1. La confirmacion de estos
eventos concertados se puede soportar al observar el perfil de la conversién del acido
oleico, el cual presenta conversiones que coinciden con la formacién de éster P1 y de
diacilado P3. Es importante sefialar que a pesar de que en esta reaccién global la
concentracion de amida P2 cambia a lo largo del proceso, su concentracién al equilibrio se
mantiene igual a la concentracidn utilizada para dopar el sistema. Dicho en otras palabras
la acumulacion de amida P2 esta determinada por una capacidad maxima del medio para
poder acumularla, en el caso del sistema estudiado en este trabajo igual a 60mM. De
hecho, al observar las concentraciones de los demds componentes del sistema, se observa
gue a pesar de haber iniciado en un punto de concentracion diferente a las reacciones
previas, sus concentraciones son similares en el equilibrio del sistema. En la figura 38, se
presenta la comparacién de las concentraciones alcanzadas al equilibrio en la reaccién
global y en la reaccidon dopada a concentraciones equivalentes de todos los componentes
del sistema. Si bien en esta figura se observan algunas diferencias en las concentraciones
para cada sistema, el perfil es coherente y muy similar.
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Figura 38. Comparacién de las concentraciones de los compuestos encontrados al llegar al equilibrio
entre la reaccion general global en 2M2B y la dopada con amida P2 en el mismo disolvente.
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7. Conclusiones

Con los resultados de este proyecto se demostré que la resolucién quimioselectiva
de amino-alcoholes puede ser realizada mediante estrategias de la Ingenieria del Medio
de Reaccion (IMR). En efecto, mediante el disefio adecuado del medio de reaccion vy el
empleo de CalB como catalizador se logro la acilacion selectiva entre el 6-amino-1-
hexanol y el acido oleico. En este sentido, se pudo acumular de manera especifica ya sea
productos hidrofobicos o productos polares derivados de esta molécula bifuncional. Para
lograr esto, se calcularon los coeficientes 'y para los productos de la reaccion en diferentes
disolventes. Los calculos demostraron que los productos de naturaleza hidrofdbica tales
como el éster P1y el diacilado P3 tienen una afinidad mayor por disolventes hidrofébicos
(n-hexano) que la afinidad que presentan moléculas polares por este tipo de medios. Por
el contrario, estos calculos de Yy mostraron que dichos productos hidrofébicos muestran
muy poca afinidad por medios de alta polaridad tales como el DMSO y la piridina. Un
producto polar como lo es la amida P2 mostro afinidad por disolventes polares tales como
el 2M2B y DMSO vy la piridina. Cabe sefialar que no se evaluaron experimentalmente
medios como el DMSO vy la piridina ya que resultan medios altamente agresivos para la
actividad catalitica de CalB. Considerando estos resultados tedricos, se evalud
experimentalmente la reaccion entre el 6-amino-1-hexanol y el acido oleico en n-hexano
como sistema hidrofébico y el 2M2B como medio de reaccidon polar. Los resultados
obtenidos en estas reacciones confirmaron las observaciones teéricas, mostrando que en
el sistema n-hexano se acumulan de manera preferencial los productos no polares P1y P3
(>90%) y que en el sistema 2M2B se acumulé de manera quimioselectiva el producto polar
P2 (84.5%). Si bien en el sistema n-hexano los productos hidrofébicos P1 y P3 representan
de manera conjunta mas del 90% de los productos totales, la concentracion individual del
éster P1 es de solo 24%. Una estrategia que resulto efectiva para obtener el compuesto P1
fue el aprovechar la mayor velocidad de sintesis de este compuesto con respecto a las
velocidades de sintesis de P2 y P3. Mediante este control cinético fue posible obtener al
producto P1 con rendimientos del 80%.

El elucidacién estructural de los productos P1, P2, y P3 y el analisis de los perfiles
cinéticos de las reacciones estudiadas confirmaron que, contrario a todos los reportes de
la literatura, la sintesis quimioselectiva de la amida P2 si es posible efectuarla en este tipo
de sistemas. En efecto, los resultados de este proyecto permitieron establecer que la
acumulacién de la amida P2 puede seguir dos vias de sintesis: una de ellas la acilacion
directa del grupo amino del 6-amino-1-hexanol y la otra mediante la hidrdlisis del enlace
éster del producto diacilado P3. Asi mismo, se pudo observar que en las condiciones de
reaccidon estudiadas en este trabajo, el producto P3 se produce preferentemente por
acilacién sobre P2 que por acilacion sobre P3.
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En resumen, este trabajo confirmd que la IMR es una herramienta Uutil en
biocatalisis para el disefio de sistemas de reaccidn altamente selectivos. Ademas permitio
demostrar que es posible la resolucién enzimatica quimioselectiva de moléculas
bifuncionales del tipo amino-alcohol.
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9. ANEXOS
Anexo 1

La teoria conocida como “Conductor-like Screening Model for Realistic Solvents”
(COSMO-RS), de manera general, comienza con la representacion de una estructura
molecular en 2 dimensiones y concluye con el cdlculo del potencial quimico en casi
cualquier disolvente o mezcla de disolventes. COSMO-RS es una teoria que permite
calcular por métodos quimico cuanticos (QM) la energia de interaccidon entre superficies
moleculares. La teoria COSMO-RS parte del planteamiento QM-COSMO, el cual
proporciona una estimacion del potencial quimico simulando la superficie discreta de la
especie embebida en un conductor virtual. Para la superficie molecular, cada segmento
esta caracterizado por un drea y una densidad de carga de apantallamiento (Screening
charge density SCD, oj figura Al).

t+++rt A '

e
w +

Figura A1l. Imagen del modelamiento con COSMO-RS. Primero se muestra a la molécula a trabajar (en esta caso agua)
con sus respectivas cargas, después el modelo introduce a la molécula con sus cargas embebida en una cavidad de un
medio continuo virtual y por ultimo coloca las densidades de carga de apantallamiento (SCD) de la superficie de la
cavidad, generadas por las interacciones electrostaticas entre la molécula y el medio.

Posterior a la generacion de las SCD, COSMO-RS contempla al medio como un
conjunto de moléculas ideal y estrechamente empacadas. El empaquetamiento se logra
mediante la compresidn del sistema, lo que genera interacciones electrostaticas entre las
dos diferentes SCD’s (o' y @’) con una energia de interaccion (Emisfir) descrita por:

’, # (1’ r
Emisﬁt(gr o) = a‘ef‘ﬁmisf‘it(g! o) = lr:I'ei"f‘E(Gr to )2 Ec. 6

En donde desf es el area efectiva de contacto entre segmentos de las superficies

’

moleculares del soluto y el disolvente con densidades de carga oy o’. En esta ecuacién a
es un parametro de interaccion ajustable. Asi mismo, COSMO-RS considera la energia de



interaccidn generada por puentes de hidrogeno (Eyg) entre las especies del sistema; misma
que también depende de las densidades de carga (SCD):
EHB=aL1{f' CHB min (0 , min (0 , O-[a'rmr)r +o HB-} max (0 , O-.'JL'L'LJ;J.'U.I'_ g HB-} } Ec.7

Donde

Ogee = max|o, o'] and Odon — min|ao, o’

En donde G4 Y OHp son parametros ajustables que se refieren a la fuerza y umbral
de los puentes de hidrégeno, respectivamente. La densidad de carga del donador de
hidrégeno se presenta por Ogonor Y Oaceptor Para el aceptor. Mas aun, COSMO-RS también
considera la energia de interaccion dependiente de las propiedades de cada atomo
(energias de Van Der Waals), independiente de las densidades de carga de las moléculas
(Evdw):

E. v =ag{r'( Toaw T aw) Ec. 8

Esta ecuacidn es fuertemente dependiente del tipo de atomo y el calculo de esta
energia de Van Der Walls se basa en contactos efectivos entre dreas y parametros de
interaccién del elemento, denotados por Tty t’/, respectivamente. Una vez que todas esas
energias son computadas, COSMO-RS calcula la energia total del sistema (Eryy). En este
parametro la teoria integra una correccién de energia dependiente del nimero y tipo de
anillos aromaticos que se encuentren en las moléculas. En consecuencia, la energia total
puede interpretarse como la sumatoria de todas las interacciones favorables y
desfavorables entre los solutos y es un reflejo de la energia interna del sistema.
Conceptualmente y representativamente COSMO-RS describe el potencial quimico us(o)
de segmentos de una superficie con densidad de carga o en un conjunto con ¢, por medio
de una funcidn de distribucion normalizada ps(o’) como:

ca, .
,u_\.(cr_):—(f—r}lnup_\.(cr'}cxp‘%m_\.fa'}—E (0,0')—E,;lo,0')]ldo’] Ec.9
eff

misfit /

Por medio de esta ecuacion el potencial quimico del compuesto X; en el sistema S;
estd disponible para la integracion del potencial (o-potential) sobre la superficie de X; el
cual puede ser empleado para calcular el coeficiente de actividad yy; en S:

X X

pri—p

X 8 X

Y i=exp[——=—]
s

Ec. 10
RT

En esta ecuacion, us y px son los potenciales quimicos de la especia X en Sy en X puro,
respectivamente.



Anexo 2

Espectros:

» Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

» Espectroscopia Infrarroja (IR)

» Espectrometria de Masas (MS)



0O-oleilaminohexanol

NSO
HoN \\“/A\\//\\//N\v/Q§§//\\¢/A\\//\\¢/A\\//

0]
Cy4Hy7NO,

RMN 3C en CDCl; a 200 MHz,5 (ppm)= 14.77(1C, -CH3),23.35(1C,CH3-
CH2-), 25.65-32.58(multiples picos, -CH2- de la cadena oleil), 35.02(1C, -
CH2-CO-0-),40.57(1C, -CH2-NH2),64.63(1C,- CH2- O- CO-),130.68(2C, -
C=C-),174.03 (1C,- CO-0-).
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0O-oleilaminohexanol
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HoN \"/\/\/\/\/\/\/\/\/

0]
Cy4Hy7NO,

RMN H en CDCl; a 200 MHz,5(ppm)=0.88 (t, J=6.6 Hz, 3H, -CHs),
1.50(m, -CH, del 6-amino-1-hexanol),2.30(t, J/=7.25Hz,2H, -CH,-CO-O-
),3.00 (dd t, 2H, -CH2-NH2),4.05(t, J=6.65Hz,2H, -CH2-0-CO ),5.34(m,2H,
-CH=CH-).
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N-oleilaminohexanol

NSNS
HO \"/\/\/\/\/\/\/\/\/

O
Cy4Hy7NO,

RMN *3C en €DCl; a 200 MHz,8 (ppm)= 14.38 (1C, -CHs), 22.95 (1C, CHs-
CH2-),25.55-32.81 (multiples picos, -CH,- de la cadena oleoil), 37.17 (1C,
-CH,-CO-NH-), 39.50 (1C, -CH,-NH-), 62.87 (1C, HO-CH,-), 130.12 y
129.89 (2C, -C=C-), 173.23 (1C, -CO-NH-).
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N-oleilaminohexanol

H
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O
Cy4Hy7NO,

RMN *H en CDCl; a 200 MHz,8 (ppm)=0.88 (t, J= 6.2 Hz, 3H, -CHs), 1.54
(m, -CH,- del 6-amino-1-hexanol), 2.0 (m, 4H, -CH,-CH=CH-CH,-), 2.15 (¢,

J=7.7 Hz, 2H, -CH,-CO-NH-), 3.25 (dd, J- = 6.6 Hz, 2H, -CH,-NH-), 3.63 (t,

J =6.2 Hz, 2H, HO-CH>-), 5.34 (m, 2H, -CH=CH-), 5.49 (sefial ancha, 1H, - /

NH-).
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N-oleilaminohexanol
Espectro IR
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N-oleilaminohexanol
Espectro MS
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N,O-dioleilaminohexanol

0]
H
M7 ~N— 7\[1|A/ o) CHia CgHy7
° C4oH79NO;

RMN *3C en €DCl; a 200 MHz,8(ppm)=14.79(2C, CH3),23.37(2C, -CH,-
CHs), 25.94-33.19 (multiples picos, -CH,-),35.09(1C, -CH,-CO-
0),37.45(1C, -CH,-CO-NH- ),40.10(1C, -CH,-NH-CO-),63.36 (1C, -CH,-O-
CO-),130.57(4C, -CH=CH-), 173.112 y 174.044 (2C, -CO-O-y —CO-NH-).

) R i o S b m B i o be i b Ln B Bl B MR e b S hm Em lnBn U G b B oo oy B e b ho e oo et e Sk in i L om o B b Ch o o o e an me i BAAR R B Loocioy M Ew i b B i

180 160 140 120 100 &80 60 40 20 IDP‘

Vi



N,O-dioleilaminohexanol
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NMR 'H (200 MHz, €DCl3), 8(ppm)=0.81(t, J =6.6Hz,6H,2x CH3),1.29(m, -
CH,-),1.48(m, -CH,-),1.75(m,8H, 2x-CH,-C=C-CH,-),1.93 (t, J =7.26 Hz, 2H,
-CH,-CO-NH-),2.10 (t, J =7.25 Hz, 2H, -CH,- CO-0-), 3.19(m,2H, -CH,-N-
CO-),4.24(t, J=6.65Hz,2H, -CH,-0-C0O-),5.27(m,4H,2x -CH=CH-),5.43 (dd

t,1H, -NH- CO-).
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