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Resumen

La presente investigacidontiene como objetivo el disefio racional de un biocatalizador y su aplicacion
en la esterificacion enantioselectiva de R/S-ibuprofeno. En este contexto, la sintesis involucra la
inmovilizacion de la lipasa B de Candidaantarctica de un extracto crudo comercial sobre
nanoparticulas de dioxido de titanio anatasa en su limite maximo de dispersion y el agregado
controlado de agentes promotores de la actividad catalitica.

Asi mismo, se han optimizado las condiciones para que la actividad del material biocatalitico resulte
optima en la esterificacion de R/S-ibuprofeno con etanol y que la misma preferentemente se oriente
hacia el isomeroR(-)-ibuprofeno.

Abstract

The aim of the present investigation is the rational design of a new biocatalyst active in the kinetic
resolution of racemic ibuprofen through the esterification of the profen. In this context, the synthesis
of the material involves the immobilization of the lipase B of Candida antarctica from a commercial
crude extract over titanium dioxide (anatase) nanoparticles. The maximum dispersion limit of the
protein on the oxide support was determined through the adsorption isotherm at room temperature.

Additionally, certain substances were carefully added to the synthesis media in order to promote
the activity of the biocatalyst in the enantiomeric esterification of the R(-)-ibuprofen.




Introduccion

El ibuprofeno posee un carbono secundario asimétrico que da origen a los enantidmeros
R(-)-ibuprofeno y S(+)-ibuprofeno. De hecho, la actividad farmacologica de los derivados del acido
2-arilpropanoico esta directamente relacionada con la quiralidad del compuesto. En el caso especifico
del ibuprofeno, se sabe que el enantiomeroS(+) es 160 veces mas activo que el R(-) y actia dentro de
los 12 minutos de ingestion versus 30 minutos de la mezcla racémica [1, 2]. Una de las metodologias
utilizadas para incrementar la fraccion del enantiomeroS(+) en el ibuprofeno es la resolucion
enantiomérica del compuesto por via enzimatica. Debido a la alta selectividad de las lipasas, esta
familia de enzimas es capaz de distinguir en forma eficiente entre los dos enantiomeros de la droga y
esterificar uno de ellos [3]. Tipicamente se utiliza el biocatalizador comercial conocido como
Novozym® 435 producido por la empresa Novozymes [4, 5].

Previamente, nuestro grupo de investigacion ha sintetizado nuevos materiales bio-cataliticos a
través de la adsorcion simple de la lipasa B de Candidaantarctica(tipicamente llamada CALB) vy fito-
proteasassobre dioxido de titanio[6, 7]. El andlisis de las estructuras secundarias (por FTIR) y terciaria
(por SEM)permitieron establecer que la inmovilizaciéon sobre el soporte oxidico no altera la
conformacion proteica.

En este contexto, la presente investigacion describe la sintesis de la lipasa B de Candidaantarctica
inmovilizada sobre nanoparticulas de didxido de titanio con el agregado controlado de promotores de
actividadbiocatalitica. En esta oportunidad y continuando con los estudios descriptos en el parrafo
anterior, los biocatalizadores CALB/TiO,se utilizaron para esterificar preferencialmente el isdémero
R(-)-ibuprofeno de la mezcla de enantiomeros del R/S-ibuprofeno.

Experimental

Inmovilizacion de CALB sobre TiO,

Se centrifugd un extracto crudo de CALB (Novozym CALB L) a 9600xg durante 20 min. A partir
del sobrenadante de la centrifugacion se prepararon soluciones en distintas proporciones en agua
destilada. Las concentraciones de las soluciones enzimaticas estaban entre 0,5 mg/mL y 1,5 mg/mL.
Se mezclaron 20 ml de esas soluciones con 100 mg de TiO, en nanoparticulas de 20 nm en promedio
(P-25, Evonik Industries) en frascos de vidrio. El dioxido de titanio fue previamente calcinado a 500
°C por 12 hs y su superficie especifica es de 43,1 m*/g. Las mezclas se incubaron a 30°C durante 1
hora con agitador magnético.

Transcurrido el tiempo de incubacion, las mezclas se centrifugaron a 9600xg durante 20 minutos.
Los solidos fueron resuspendidos en agua destilada y se volvieron a centrifugar en las mismas
condiciones. Todos los sobrenadantes se reservaron para analizar. Los sélidos de la
ultimacentrifugacion fueron secados mediante liofilizacion durante 48 h.

Cdlculo de las proteinas adsorbidas y saturacion del soporte

Para calcular la cantidad de proteinas adsorbidas sobre el 6xido se midi6 el contenido proteico de
las muestras iniciales y los sobrenadantes finales mediante el método de Bradford [8], usando una
curva de calibracion realizada con CALB pura Sigma como patron.

Uso de los biocatalizadores en la esterificacion de ibuprofeno

Los ensayos se realizaron con 20 mg de biocatalizador y 10 ml de una solucion de ibuprofeno 0,12
M y etanol 0,12 M en isooctano. Las reacciones se llevaron a cabo en frascos color caramelo que se
mantuvieron a 45 °C y agitacion orbital a 200 rpm durante 24 hs.

Una vez transcurrido el tiempo de reaccion se retiraron muestras de 50 ul de cada ensayo y se
analizaron por cromatografia liquida de alta performance HPLC del tipo quiral. El resto de la mezclas
de reaccion y los blancos (igual composicion de reactivos y co-solvente sin biocatalizador) se titularon
contra KOH/EtOH wusando fenolftaleina como indicador del punto final.El analisis de
enantioselectividadfue realizado usando una columna quiralNucleodex beta-PM (Macherey-Nagel,



Germany); la fase movil fue la mezcla de metanol:buffer TEAA 0,1% pH 4,0 (60:40) y el flujo fue de
0,7 mL/min. A partir de estos analisis se realizaron los calculos de conversion de ibuprofeno C% vy
exceso enantiomérico hacia el isomero S(+)-ibuprofeno de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

C%:(VB_I;M)XIOO ees%:(SS—SR)XIOO
B S +8;

Donde, Vjzesel promedio de los volumenes gastados en los ensayos blanco, V), el gastado en las
muestras,Ss: sustrato S(+)-ibuprofeno remanente; Sk: sustrato R(-)-ibuprofeno remanente.

Medidas de estabilidad de los biocatalizadores en el medio de reaccion

Se realizaron ensayos para determinar si existio algin grado de desorcion enzimatica en el medio
usado para determinar la capacidad de esterificacion de ibuprofeno.

En cada ensayo se dejo incubando 20 mg de CT en 10 ml de 0,12 M etanol en isooctano, es decir,
la mezcla de reaccion sin ibuprofeno, durante 24 h a 45°C y agitacion orbital de 200 rpm. Concluida la
incubacion las muestras se centrifugaron y se separaron los sobrenadantes de los sélidos.

Sobre los solidos se agregé mezcla de reaccion correspondiente y se realizaron las medidas de
actividad durante 24 h. A los sobrenadantes se les agregaron las masas de ibuprofeno adecuadas para
completar las mezclas de reaccion y se realizaron las medidas de actividad durante 24 h. En paralelo se
realizaron medidas de actividad con biocatalizadores “frescos”, es decir, sin incubacion. En todos los
casos se siguid el procedimiento descrito previamente.Cada ensayo se realizo por triplicado.

Resultados y discusion
Inmovilizacion de CALB y saturacion del soporte
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Estudio de la estabilidad de los biocatalizadores

En la figura 2 se muestran los resultados de conversion de ibuprofeno racémico obtenidos con el
biocatalizador con y sin incubacion previa por 24 h en el medio de reaccion y el obtenido con el
sobrenadante del biocatalizador pre-tratado. Se observaron porcentajes de conversion muy similares
entre los biocatalizadores con y sin incubacion. Por otro lado, los sobrenadantes de la incubacion no
esterificaron el ibuprofeno.



Se podria concluir que no se estaria liberando
enzima activa en el medio de reaccion desde el
soporte dado que no se detectdé actividad en el
sobrenadante, mientras que el s6lido conservo los
mismos niveles. Por otra parte, también es
remarcable que los niveles de actividad se
mantienen elevados atn después de 24 h en las
condiciones exposicion a solventes organicos,
agitacion intensa y alta temperatura.
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preincubado durante 24 h en la mezcla de reaccion  (eeS = 6,5%) al 63% (eeS = 56%) segun el

(2) y del sobrenadante de la incubacion (3). biocatalizador atn cuando los valores calculados
de proteinas adsorbidas se mantuvieron muy

similares, cercanos al valor de saturacion del soporte (10,8 mg cada 100 mg de TiO,). La importante

diferencia entre los valores de conversion del ibuprofeno en cambio pareceria relacionarse con las

concentraciones iniciales del extracto crudo utilizadas en la preparacion de cada biocatalizador.

Esta observacion se podria explicar considerando que existe otros componentes que se adsorben al
mismo tiempo que las proteinas y que podrian actuar como protectores de la actividad enzimatica. Este
efecto se incrementa al aumentar su cantidad en la solucidon inicial y por lo tanto en los
biocatalizadores preparados.

Dos de los componentes mayoritarios en el extracto crudo son sorbitol y glicerol se encuentran en
concentraciones cercanas al 25% (p/v). Para probar la hipotesis planteada se prepararon nuevos
biocatalizadores agregando a la mezcla de inmovilizacion volimenes variables de una solucion
conteniendo dichos compuestos en la concentracion antes mencionada.

A cada uno de los biocatalizadores se les midi6 la actividad siguiendo el mismo protocolo descrito
anteriormente. En la figura 3 se muestran los resultados de conversion porcentual y exceso
enantiomérico hacia el S(+)-ibuprofeno en funcidon de la concentracion de sorbitol/glicerol presente en
cada solucion de inmovilizacion.
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Conclusiones

Se desarrolld y optimizé6 una metodologia para obtener, de manera muy sencilla y rapida,
biocatalizadores econdémicos y ttiles para ensayos de esterificacion enantioselectiva del ibuprofeno.
En este sentido se determind que el limite maximo de dispersion de la lipasa B de Candida antactica
sobre nanoparticulas de dioxido de titanio es de 0,075 + 0,003 pmoles/m® que corresponden a 10,8 +
0,5 mg de proteinas adsorbidas cada 100 mg de TiO,de 43,1 m*/g.

Se lograron altos niveles de conversion de ibuprofeno (50 - 60%) y de ee-S(+) (45 — 56%) usando
como medio de reaccion la mezcla de sustratos ibuprofeno — etanol en cantidades equimolares en
isooctano. Se comprobo la estabilidad de los biocatalizadores en ese medio dado que no existid
desorcion ni pérdida de actividad luego de una incubacion de 24 h.

Se demostro que el agregado de sorbitol y glicerol durante el proceso de inmovilizacion funcionan
como promotores de la actividad biocatalitica. Se observo que hasta concentraciones de 40 mg/ml el
aumento de los promotores se acompaiia con un significativo aumento de la actividad mientras que por
encima de ese valor se mantiene.
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