Rev. Farm. vol. 158 n22: 45-67 — FAIT-MORCELLE

ESTRATEGIAS ECOAMIGABLES PARA EL DESARROLLO DE
TENSIOACTIVOS MULTIFUNCIONALES DERIVADOS DE AMINOACIDOS
CON APLICACIONES FARMACEUTICAS Y COSMETICAS

Maria Elisa Fait* & Susana R. Morcelle

Centro de Investigacion de Proteinas Vegetales (CIProVe), Facultad de Ciencias Exactas-CICPBA, Universidad Nacional de La Plata,
Argentina.
*Autora a quien dirigir la correspondencia. E-mail: mefait86@gmail.com

RESUMEN 45
SUMMARY 46
Eco-friendly strategies for the synthesis of multifunctional amino acid-based surfactants with
pharmaceutical and cosmetic applications 46
INTRODUCCION 47
EL DESARROLLO SUSTENTABLE Y LA QUIMICA VERDE 47
HERRAMIENTAS BIOTECNOLOGICAS PARA LA QUIMICA VERDE 48
La biocatalisis: inicios y ultimos avances 48
ENZIMAS COMO BIOCATALIZADORES 50
Ingenieria de medios 50
Inmovilizacién enzimatica 51
ENZIMAS DE APLICACION INDUSTRIAL 52
PEPTIDASAS EN LA SINTESIS ORGANICA 53
Sintesis de enlaces amida bajo control termodinamico 54
Sintesis de enlaces amida bajo control cinético 55
Papaina como biocatalizador 56
SURFACTANTES 57
Definicion y clasificacién 57
Propiedades y aplicaciones 57
SURFACTANTES DE BASE BIOLOGICA Y BIOSURFACTANTES 58
SURFACTANTES DERIVADOS DE AMINOACIDOS 59
Peptidasas en la sintesis de surfactantes derivados de aminoacidos 61
Aplicaciones y caracteristicas de los surfactantes derivados de aminoacidos 62
Surfactantes derivados de arginina de cadena simple: propiedades y aplicaciones 63
CONCLUSIONES 64
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 64
RESUMEN

La quimica verde es una estrategia integral que apunta al disefio de productos y procesos quimicos
mas seguros, mas eficientes y menos costosos. La biocatdlisis es una de las herramientas mas importantes
para la quimica verde: no sélo es amigable con el medio ambiente sino que permite en muchos casos eliminar
multiples pasos involucrados en complejas reacciones de sintesis quimica, mejorando el rendimiento y
reduciendo la generacion de residuos peligrosos y los costos de produccidn. Las proteasas son unas de las
enzimas con mayores aplicaciones en el campo de la biocatalisis: catalizan la ruptura y formacién de enlaces
peptidicos, asi como también otras reacciones de interés como la resolucidn cinética de mezclas racémicas.
Los tensioactivos son compuestos anfifilicos capaces de disminuir la tension 6n caracteristica
desuperficial/interfacial entre moléculas en la superficie/interfaz respectivamente, presentando algunos de
ellos ademas diversas actividades bioldgicas (antimicrobianas, antivirales, hemoliticas; insecticidas, etc.).
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Tradicionalmente estos compuestos han sido obtenidos a partir de productos no biodegradables, como es el
caso de los derivados del petrdleo, lo cual ha impulsado al disefio y desarrollo de moléculas anfipdticas
sintéticas basadas en estructuras anfifilicas naturales, como aquellas que mimetizan los lipoaminoacidos o los
biosurfactantes (glicolipidos, lipopéptidos, fosfolipidos y acidos grasos). En particular, los tensioactivos

derivados de aminodacidos constituyen una clase de compuestos multifuncionales con alta biodegradabilidad
y excelentes propiedades de adsorcion y agregacidon. Los 20 aminodcidos naturales (junto con los no-
proteinogénicos) constituyen un pool de herramientas versatil para la sintesis de tensioactivos con multiples
grupos funcionales, permitiendo la preparacién de anfifilos anidnicos, catidnicos y zwitteridnicos,
dependiendo de la elecciéon del aminodcido de partida. El objetivo de este trabajo es brindar un panorama
acerca de este tépico, profundizando en algunos conceptos importantes para la biocatalisis y los surfactantes
derivados de aminoacidos como productos de interés.

PALABRAS CLAVE: biocatalisis, peptidasas, quimica verde.

SUMMARY

ECO-FRIENDLY STRATEGIES FOR THE SYNTHESIS OF MULTIFUNCTIONAL AMINO ACID-BASED
SURFACTANTS WITH PHARMACEUTICAL AND COSMETIC APPLICATIONS

Green chemistry is an integral approach to design safer, more efficient, and less expensive chemical
products and processes. Biocatalysis is one of the most important tools for green chemistry: is
environmentally benign and can avoid multiple steps involved in complex chemical syntheses, minimizing
waste and hazards, improving yields and reducing costs. Proteases are enzymes with many applications in the
field of biocatalysis because they can catalyze not only the cleavage of peptide bonds but also their formation,
as well as other reactions of relevance, as the kinetic resolution of racemic mixtures. Surfactants are
amphiphilic compounds that are able to decrease the surface and interfacial tension between individual
molecules in the surface and interface respectively, an some of them being also endowed with diverse
biological activities (antimicrobial; antiviral; hemolytic; insecticide, etc.). Traditionally these compounds have
been derived from non-biodegradable chemical products, such as those obtained from petroleum. This fact
has attracted much interest in the design and development of synthetic amphipatic structures based on
natural ones, such as biosurfactants (glycolipids, lipopeptides, phopholipids and fatty acids). In particular,
amino acid-based surfactants constitute a class of tensioactive eco-friendly compounds with excellent
adsorption and aggregation properties, high biodegradability and multiple biological activities. The 20 natural
amino acids (together with those non-proteinogenic ones) constitute a versatile tool box for surfactant’s
synthesis: anionic, cationic and zwitterionic amphiphiles with several functional groups can be obtained by
the proper selection of the starting amino acid. The aim of this work is to provide an overview about this topic
and to highlight some concepts that are important to biocatalysis and amino acid-based surfactants as
products of interest.

KEY WORDS: biocatalysis, peptidases, green chemistry.
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INTRODUCCION

La humanidad puede responder de diferentes maneras a las sefiales que nos indican que las emisiones
de contaminacidn y el uso de recursos naturales han crecido mas alla de sus limites sostenibles (Meadows et
al., 2005). Una manera de responder a esta problematica es aliviando las presiones mediante soluciones
técnicas (como el tratamiento de efluentes y el establecimiento de limites de concentraciones tdxicas) o
econdmicas (como la baja de la presion tributaria en pos de la integracion de las tecnologias y procesos
amigables con el medio ambiente al ciclo de investigacion, desarrollo y manufactura). Estas medidas son de
caracter urgente y muchas de ellas proporcionaran mayor eficiencia ecoldgica y un alivio temporal. Sin
embargo, este enfoque no elimina las causas subyacentes, sino que sdlo retrasa la aparicion de las
consecuencias. En este contexto, la Unica solucién es producir un cambio trabajando sobre las problematicas
y la estructura del sistema.

En general se puede llegar a pensar que cambiar la estructura significa cambiar algo fisico, derribando
estructuras o edificios viejos y construyendo nuevos. También podria interpretarse en el sentido de cambiar
la estructura de poder, jerarquia o la cadena de mando. Teniendo en cuenta esas interpretaciones, un cambio
de estructura parece ser dificil, peligroso y amenazante para quienes ejercen el poder econédmico o politico.
Sin embargo, la verdadera solucidn, el verdadero cambio de estructura tiene poco que ver con dejar afuera a
ciertas personas, destruir cosas o desmantelar burocracias. De hecho, cualquiera de estas acciones sin
cambios reales en la estructura sélo resultaria en diferentes personas invirtiendo igual o mas tiempo y dinero
persiguiendo los mismos objetivos y alcanzando los mismos resultados.

En 1987, la publicacién del informe Brundtland por la Comision Mundial sobre el Medio Ambiente y el
Desarrollo marcé el advenimiento del concepto de desarrollo sostenible (Brundtland, 1987). El informe
enfrenta y contrasta la postura del desarrollo econédmico, industrial y social actual con el concepto de
sustentabilidad ambiental. Reconoce que el actual avance social se esta llevando a cabo a un costo ambiental
alto, planteando ademas la necesidad de reformular las politicas de desarrollo econdmico globalizado de
manera que ese desarrollo sea sostenible en el tiempo. De esta manera, el desarrollo sustentable ha sido
definido como el desarrollo que cubre las necesidades de la generacion actual sin comprometer la capacidad
de generaciones futuras de cubrir sus propias necesidades. Para ser sustentable, un proceso debe cumplir dos
condiciones: (a) el consumo de recursos naturales debe darse a una velocidad tal que los suministros no se
agoten alargo plazo, y (b) la velocidad de generacion de residuos debe ser menor a la velocidad de asimilacién
de los mismos en el medio ambiente. De esta manera, estd claro que una sociedad basada en el uso de
recursos no renovables (como por ejemplo, recursos fésiles tales como el carbén y el petrdleo) no sera
sostenible en el futuro (Sheldon, 2016).

EL DESARROLLO SUSTENTABLE Y LA QUIMICA VERDE

A mediados de los afios ‘80, se cred conciencia acerca de la necesidad urgente de una quimica
alternativa mas limpia, que permitiera reducir la enorme cantidad de residuos generados por la industria
guimica. Claramente se necesitaba un cambio de paradigma de los conceptos tradicionales de eficiencia de
reaccion y selectividad, centrados en ese entonces en el rendimiento, a otro que priorizara el
aprovechamiento de las materias primas, minimizara la eliminacion de residuos y evitara el uso de sustancias
toxicas o peligrosas. Todas estas cuestiones condujeron a la aparicién de los conceptos de minimizacion de
los desechos, plantas libres de residuos y quimica verde.
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La quimica sustentable, o quimica verde, se comprende como el desarrollo de metodologias que
permiten modificar la naturaleza intrinseca de productos y procesos, con la finalidad de minimizar o eliminar
las consecuencias adversas y/o los riesgos que derivan de estas practicas y que puedan impactar tanto en el
medio ambiente como en la salud humana. De esta forma, plantea la innovacidn en el campo de la quimica
con beneficios econdmicos y ambientales, presentandose como una estrategia integral que fomenta la
interdisciplinaridad, ya que incorpora aspectos de ingenieria, biologia, economia y ética (Anastas &
Williamson, 1996). La quimica verde no es un método basado en la remediacidn, sino es un enfoque
preventivo centrado en evitar el surgimiento de las problematicas, lo cual es indiscutiblemente mas sencillo
y menos costoso que lidiar con las mismas una vez instauradas. Se focaliza en el uso de materias primas
(preferentemente renovables), disminuyendo o eliminando el uso de materiales peligrosos y/o téxicos, y
reemplazandolos por otros menos perjudiciales. Esta estrategia a su vez disminuye los costos, ya que requiere
menor cantidad de materias primas y reduce los gastos asociados al tratamiento de residuos.

Originalmente el término para designar a este tipo de practicas era el de "quimica limpia". A mediados
de la década de los ‘90, Anastas y colaboradores (pertenecientes a la Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos, EPA) introdujeron el término de "quimica verde", estableciendo 12 principios bésicos para
guiar el disefio de productos y procesos amigables con el medio ambiente y el ser humano (Anastas & Warner,
1998). Estos principios son una categorizacion de los enfoques fundamentales adoptados para lograr el
objetivo de la quimica sustentable (Gonzalez et al., 2016; Sheldon, 2016).

Si bien reducir costos y ser amigable con el medio ambiente son objetivos en los que todos
concuerdan, podriamos preguntarnos por qué no se ha logrado alcanzar este objetivo hasta la actualidad.
Existen diversos motivos que explican esta situacidon. Uno de ellos es que los costos ambientales fueron
ignorados en los inicios de la industria quimica. Sin embargo, dado que la remediacion de los efluentes recae
sobre los fabricantes, existe un gran incentivo financiero para que las industrias y los procesos sean mds
limpios. Otro motivo es que los investigadores, en sus laboratorios de desarrollo y disefio, no ven los riesgos
ambientales como un problema que les concierne, sino que serian algo de lo que se ocuparian mas
adelante en la etapa de escalado del proceso. El enfoque de la quimica verde cambia este pensamiento: la
incorporacién de la consideracidn de los peligros y consecuencias ambientales en la etapa de investigacién y
disefio, permite que muchos problemas sean eliminados de raiz, evitando la necesidad de una crear una
solucién en cualquier etapa posterior (Kazlauskas & Kim, 2011).

La quimica verde plantea una problematica existente en el mundo actual, es decir, deja de manifiesto
gue existen problemas ambientales y que no basta con continuar enfocando los esfuerzos en solucionar el
impacto de la accion del hombre en el mundo, sino que es necesario y urgente disefiar estrategias que tiendan
a disminuir ese impacto. En este sentido, la quimica verde se plantea como un nexo entre las cuestiones
netamente quimicas y las implicancias en la sociedad. Sin embargo, la completa incorporacién de la quimica
verde en la comunidad cientifica todavia enfrenta importantes obstdculos, tanto econdmicos, financieros,
reglamentarios y técnicos, como de organizacién y culturales (Roschangar et al., 2015).

HERRAMIENTAS BIOTECNOLOGICAS PARA LA QUIMICA VERDE

La biocatalisis: inicios y ultimos avances

En la actualidad, la tarea mas dificil para los cientificos es crear nuevos productos, procesos y servicios
qgue cumplan con los beneficios sociales, econdmicos y ambientales que han sido establecidos para los
procedimientos y procesos. Esto requiere reducir al minimo los materiales y los requerimientos energéticos,
minimizar o eliminar la diseminacion de quimicos peligrosos en el ambiente, maximizar tanto como sea
posible el uso de recursos renovables y extender la durabilidad y capacidad de reutilizacion de los productos
obtenidos (Makone & Niwadange 2016)
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La biotecnologia y los procesos bioldgicos en si se adaptan naturalmente a los objetivos y principios
de la quimica verde, la cual busca integrar practicas de manufactura industrial con la naturaleza. El uso de
métodos bioldgicos, donde la sostenibilidad y el reaprovechamiento son parte integral, es un excelente punto
de partida para crear un proceso verde para la manufactura industrial.

La biocatalisis representa una excelente herramienta en el campo de los procesos biotecnolégicos.
Puede definirse como la aplicacion de enzimas y células enteras (catalizadores naturales) en la sintesis
quimica, es decir, con aplicaciones especificas para las que las enzimas/células no han evolucionado
naturalmente (Gardossi et al., 2010; Tufvesson et al., 2010). Aunque el prefijo bio convierte a esta estrategia
en amigable con el medio ambiente, es la parte de catdlisis la que proporciona las mayores ventajas en lo que
concierne a la quimica verde (Kazlauskas & Kim, 2011).

El campo de la biocatalisis ha alcanzado su nivel industrial actual a través de varias etapas (llamadas
olas) de investigacién tecnoldgica e innovaciones. Durante la primera ola del desarrollo de la biocatalisis (hace
mas de un siglo) los cientificos reconocieron la capacidad de aplicar células vivas o alguno de sus componentes
a diferentes transformaciones quimicas estéreo- y regioselectivas (Bornscheuer et al., 2012), cubriendo los
principales criterios de sustentabilidad. Por estas razones, la biocatdlisis ha sido reconocida como una
tecnologia capaz de cubrir las demandas de la manufactura quimica sustentable (Brenna 2013; Kaslauskas &
Kim 2011; Sheldon 2016).

A partir de la segunda ola de la biocatalisis (entre la década de 1980 y principios de los afios ‘90), el
desarrollo de tecnologias como la ingenieria de proteinas, basada en ese entonces en la estructura de las
mismas, permitid6 ampliar el abanico de sustratos enzimaticos, facilitando la sintesis de productos e
intermediarios inusuales. Este cambio expandié el campo de la biocatalisis a la fabricacién de productos
intermediarios farmacéuticos y de la quimica fina. Ejemplos de estas transformaciones incluyen la resolucion
catalizada por lipasas de precursores quirales, la sintesis de intermediarios para herbicidas y la sintesis de
ceras catalizada por lipasas para la elaboracién de cosméticos (Bornscheuer et al., 2012).

La tercera y actual ola de la biocatalisis comenzé hacia finales de la década de 1990. Pim Stemmer y
Frances Arnold fueron los pioneros de una metodologia de biologia molecular que rdpida y extensivamente
modificaria los biocatalizadores a través de una version in vitro de la evolucién darwiniana, lo que actualmente
se conoce como evolucion dirigida (Bornscheuer et al., 2012; lllanes et al., 2012). Un ejemplo de optimizacion
de biocatalizador enzimdatico mediante esta técnica fue el desarrollado por la compafiia biotecnolégica
estadounidense Codexis, en colaboracion con Pfizer (una compafiia farmacéutica también estadounidense),
para la produccién de 2-metil pentanol, un intermediario importante para la fabricacién de productos
farmacéuticos y cristales liquidos. En este contexto, la ingenieria de proteinas ha permitido ampliar el rango
de sustrato de las transaminasas a cetonas. En un destacable trabajo desarrollado por las empresas Merck y
Codexis, la sintesis de sitagliptina, el ingrediente activo de un medicamento lider para la diabetes tipo 2
(Januvia), fue sustituida por un nuevo proceso biocatalitico. A través de sucesivas rondas de evolucion dirigida
se logro el desarrollo de una nueva aminotransferasa con un aumento de su capacidad catalitica de 40000
veces. Este proceso no sdélo logré reducir los residuos en un 19%, sino que también produjo un aumento del
13% en el rendimiento general de reaccién y un 53% en la productividad. Los cientificos de Codexis
desarrollaron también una enzima aciltransferasa LovD mejorada, para catalizar la conversion del farmaco
lovastatina (una droga para el tratamiento de la hipercolesterolemia) a simvastatina, un derivado
semisintético con mayor efectividad (Adrio & Demain 2014).
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Los ejemplos expuestos muestran como las herramientas de la biocatalisis han sido mejoradas
dramdticamente. Los constantes avances en la biologia molecular y desarrollos cientificos indican que esta
mejora sera exponencial, llegando a convertirse en una de las tecnologias clave para la manufactura quimica
en la préoxima década (Kazlauskas & Kim 2011). No solamente se cree que la produccién biotecnoldgica de
compuestos quimicos podria aumentar varias veces en los préximos 10-20 afios, sino que un cambio desde la
economia basada en la petroquimica a una economia basada en materias primas de base bioldgica se
completaria en los préximos 30-80 afios (Meyer & Werbitzky 2011).

ENZIMAS COMO BIOCATALIZADORES

Hongos y bacterias han servido como una de las fuentes mds importantes y Utiles para muchas
enzimas con aplicaciones en la industria (Demain & Adrio 2008). Las enzimas desempefian un papel
fundamental como catalizadores metabdlicos, pudiendo trasladarse su uso a diversas industrias y
aplicaciones. El mercado para las enzimas industriales es muy extenso con numerosas aplicaciones
comerciales (Adrio & Demain 2005). Muchos procesos industriales, incluyendo la sintesis quimica para la
produccién de quimicos y farmacos, poseen importantes desventajas como la baja eficiencia catalitica, la falta
de especificidad enantiomérica por sintesis quiral y la necesidad de altas temperaturas, bajo pH y alta presion.
En este sentido, y en el marco de la quimica verde, las enzimas son mucho mas aptas para estas aplicaciones,
ya que trabajan en condiciones suaves de reaccion (por ejemplo, temperatura, pH, condiciones atmosféricas),
no necesitan en general proteccion de grupos funcionales en el sustrato, tienen una vida media larga, alta
regio- y estéreo selectividad y, ademas, actlan sobre sustratos no naturales. Asimismo, las enzimas pueden
ser seleccionadas y modificadas genéticamente de manera de mejorar sus propiedades claves: estabilidad,
especificidad de sustrato y actividad especifica. La necesidad del uso de cofactores seria una desventaja para
el caso de algunos tipos de enzimas. Este inconveniente ha sido solucionado en muchos casos mediante
diversas estrategias, como el reciclaje de cofactores y el uso de células enteras.

Ingenieria de medios

Las enzimas son proteinas que actian como catalizadores bioldgicos y, como tales, deben ser activas
en condiciones de reaccién compatibles con el metabolismo celular. Es asi que se puede definir como el medio
convencional de reaccion para la mayoria de ellas a aquel formado principalmente por agua.

Las enzimas presentan numerosas propiedades (alta quimio-, regio- y enantioselectividad) que las
convierten en potenciales y valiosos biocatalizadores en el campo de la quimica fina, la industria farmacéutica
y la agroquimica. Sin embargo, para convertirse en tales, deben ser lo suficientemente robustas como para
soportar las duras condiciones de un proceso industrial (lllanes, 1999). Asimismo, cuando su empleo se
restringe al medio convencional acuoso, su alcance y utilidad se encuentran limitados por una serie de
consideraciones. En primer lugar, muchos polimeros y compuestos empleados son insolubles en agua
(Dordick, 1989) y muchos procesos se caracterizan por poseer un equilibrio termodinamico desfavorable en
este medio (Khmelnitsky et al., 1988). Asimismo, en muchos casos, la sola presencia del agua aun en pequefias
cantidades puede dar lugar a reacciones colaterales como hidrélisis o racemizaciones, llevando a la formacidn
de subproductos indeseables o incluso a la degradacidn y pérdida de los reactivos (Adrio & Demain 2014). Por
otro lado, la recuperacion de los productos no es un tema trivial, ya que el agua es un solvente dificil de
eliminar por su alto punto de ebullicidn y calor de vaporizacion. Finalmente, la actividad enzimatica también
puede verse afectada por la presencia de agua en el medio, ya que puede dar lugar a numerosas reacciones
de desactivacion irreversibles (Arnold, 1990).
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Durante los ultimos afos, el uso de biocatalizadores en la sintesis organica se ha convertido en una
alternativa atractiva respecto de las sintesis quimicas convencionales. Debido a los problemas expuestos
anteriormente, se planted la idea de modificar el medio de reaccién para diferentes bioconversiones
reemplazando el agua por solventes orgdnicos, es decir, el uso de medios no convencionales (Klibanov, 2001).
Esta metodologia, conocida como ingenieria de medios, puede ser explotada como una alternativa a la
ingenieria de proteinas, y resulta de especial conveniencia para la modificacidon de precursores de productos
farmacéuticos y de la quimica fina, ya que, en la mayoria de los casos, los mismos son insolubles o poco
solubles en agua. Otra de las razones que hace tan atractiva la catalisis enzimatica en medios no acuosos son
las propiedades novedosas que presentan las enzimas en solventes organicos. En este sentido, las enzimas
son considerablemente menos activas pero a su vez suelen ser mucho mas estables que en medio acuoso,
pudiendo catalizar reacciones que son imposibles o dificiles en agua. La biocatdlisis en medio organico puede
realizarse en fase homogénea, si el solvente es miscible con el agua (Castro & Knubovets 2003) o en fase
heterogénea, cuando el solvente es inmiscible con ésta y constituye una segunda fase, que puede o no ser
visible (Krieger et al., 2004). Las enzimas suelen presentar memoria de pH, respondiendo al valor de pH del
medio desde el cual fueron precipitadas o liofilizadas (Carrea & Riva 2000). Esto es particularmente cierto en
el caso en el que no se produzca una alteracion de las concentraciones acido/base durante el transcurso de
la reaccidn; si esto no fuese asi, el estado de protonacién de la enzima vy, por lo tanto, su actividad pueden
variar durante la reaccién. Ademas, la selectividad de algunas enzimas puede también diferir e incluso
invertirse de un solvente a otro (por ejemplo, reacciones de sintesis pueden llevarse a cabo con enzimas
hidroliticas en medios no acuosos). Entre las ventajas de esta estrategia también cabe destacar la posibilidad
de disminuir las reacciones colaterales indeseables, asi como los fenédmenos de inhibicién por sustrato y
producto, y facilitar la recuperacién de los productos y el biocatalizador (Laane et al., 1987).

Sin embargo existen limitaciones para el uso de solventes organicos en la sintesis biocatalitica, ya que
muchos solventes pueden inactivar o desnaturalizar los biocatalizadores. Asimismo, independientemente del
medio utilizado, para mantener su actividad catalitica, las enzimas necesitan mantener su estructura nativa,
paralo que requiere de la presencia de un contenido minimo o critico de agua. Muchas veces, esta fase acuosa
estd formada por una pelicula de agua molecular unida directamente al biocatalizador, permitiéndole
mantener su conformacién y por lo tanto, su actividad (Halling, 1994). Por otro lado, la presencia de un
solvente organico puede provocar alteraciones estructurales significativas en la enzima y, como consecuencia
de ello, en sus propiedades cataliticas (Barberis & lllanes 1996; Quiroga et al. 2007).

Inmovilizacion enzimatica

Por razones técnicas y econdmicas, los procesos industriales de manufactura quimica requieren Ila
reutilizacion y/o el uso continuo de los biocatalizadores durante largos periodos de tiempo. Teniendo en
cuenta esto, la inmovilizacidn de los biocatalizadores consiste en una técnica ideal para cumplir con este
requisito. El término inmovilizacién se refiere a un proceso mediante el cual se restringen, completa o
parcialmente, los grados de libertad de movimiento de las enzimas, células enteras, etc., por unidén a un
soporte, de forma permanente o temporal, reteniendo sus propiedades y actividades cataliticas, y
permitiendo a su vez el flujo de sustratos y productos (Arroyo, 1998). La inmovilizacion combina asi la elevada
actividad especifica de los biocatalizadores con la estabilidad quimica y mecéanica del soporte.

El desarrollo de técnicas de inmovilizacién eficaces ha permitido optimizar la estabilidad operacional
y de almacenamiento, asi como también la recuperacion y el reciclaje de enzimas (Hanefeld et al., 2009). Las
enzimas inmovilizadas presentan una serie de ventajas sobre su contraparte en solucién. Para aplicaciones
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a escala industrial, el proceso de inmovilizacidén es considerado favorable ya que permite procesos continuos
y la reutilizacién, beneficiando la estabilidad de las enzimas en funcién del pH y la temperaturay, por lo tanto,
haciéndolas menos sensibles a su entorno. Incluso aquellos procesos que emplean enzimas en suspensidon en
medios orgdnicos requieren la inmovilizacidon del biocatalizador de manera de optimizar la dispersion del
mismo y mejorar la accesibilidad de los sustratos. En entornos hidrofébicos, como en el caso de las reacciones
con lipidos catalizadas por lipasas, la inmovilizacidn enzimatica evita el agregado de las moléculas de enzima
(hidrofilica), lo que constituye otra ventaja (Hanefeld et al., 2009). Sin embargo, las aplicaciones de las
enzimas a menudo se ven obstaculizadas por la falta de estabilidad operacional a largo plazo, un aumento en
la complejidad de los procesos downstream, la baja productividad y el riesgo de contaminacidn. Asimismo, la
capacidad catalitica de la enzima puede verse afectada por el proceso de inmovilizacién en si (Lartigue 1975),
por ejemplo por la velocidad de difusién de sustratos y productos hacia dentro y fuera del sistema. El riesgo
de contaminacién establece la necesidad de un control sanitario durante el proceso, cuyo costo, sumado al
del soporte y el proceso de inmovilizacion en si, constituyen una importante barrera econédmica que encarece
el proceso. En este sentido, el anclaje de una enzima a un soporte sélido insoluble debe ser sencillo y rentable,
teniendo que ser evaluado cada biocatalizador y reaccidén enzimatica en particular (Mileti¢ et al., 2012). El
costo del catalizador debe corresponder a un pequeio porcentaje del costo total de produccién y esta
restriccion, en muchos casos, representa un cuello de botella para la sustentabilidad econémica de las sintesis
biocataliticas a escala industrial, especialmente en el caso de produccién de materias primas. Por otro lado,
para compensar el costo de la inmovilizacidn, el desempefio de la enzima inmovilizada debe ser superior al
de la enzima libre. Esta ventaja debe medirse en términos del aumento de la cantidad de producto obtenido
por unidad de enzima, un aumento en las velocidades y la eficiencia volumétrica de la bioconversidn, la
facilidad de remocidn del biocatalizador y el establecimiento de nuevas aplicaciones para una enzima dada.

Si bien la mayoria de las aplicaciones de las enzimas inmovilizadas en la industria son para la sintesis
de productos farmacéuticos y de la quimica fina, también pueden encontrarse numerosos ejemplos en las
industrias alimentaria y cosmética (Kirk et al., 2002; Christensen et al., 2003; Hasan et al., 2006; Sheldon,
2016). Sin embargo existe un enorme potencial catalitico esperando ser explotado en diferentes procesos.
Un ejemplo es el proceso de transesterificacién de aceites comestibles catalizada por un granulado de silica
conteniendo la lipasa de Thermomyces lanuginosa Lipozyme TL-IM®, contenida en un reactor portatil
empacado, desarrollado por Novozymes y ADM (Yang et al., 2003). Esta metodologia se utiliza para la
produccién de aceites transesterificados en EE.UU. desde el afio 2002. Entre sus mayores ventajas cabe
destacar que la operacién se lleva a cabo a temperaturas bien por debajo de las necesarias para realizar el
proceso mediante catalisis quimica y que el producto no necesita ser purificado por extraccién con agua.

ENZIMAS DE APLICACION INDUSTRIAL

La demanda de enzimas industriales se encuentra en un continuo aumento, impulsado por una
creciente necesidad de soluciones sostenibles. Alrededor de 150 procesos industriales utilizan enzimas o
células enteras como biocatalizadores en la sintesis de mas de 500 productos (Adrio & Demain 2005). Las
aplicaciones actuales de las enzimas como biocatalizadores se centran en diversos mercados, incluyendo la
industria del papel, cuero, detergentes, textil, de biocombustibles, productos farmacéuticos y para el cuidado
personal, productos de la quimica fina, alimentos, bebidas y alimentos balanceados, entre otros. Como

ISSN (Impr) 0034-9496 52



Rev. Farm. vol. 158 n22: 53-67 — FAIT-MORCELLE

biocatalizadores, las enzimas representan una alternativa generalmente mucho mas eficiente que los
catalizadores quimicos. Tipicamente, las enzimas muestran nimeros de recambio (kct) superiores a 100000
seg?, claramente mas favorables que los valores observados para catélisis homogénea y heterogénea (entre
0,01y 1 seg?). Sin embargo, sélo una fraccién minima de los catalizadores biolégicos conocidos esta siendo
aplicada en procesos de biocatalisis a escala industrial: en el caso de las enzimas, de aproximadamente 4000
enzimas conocidas, alrededor de 400 estdn disponibles comercialmente, de las cuales sélo alrededor de 40
son usadas regularmente en procesos industriales. Entre ellas, aproximadamente el 75% corresponden a
enzimas hidroliticas, principalmente amilasas, peptidasas y lipasas, constituyendo mas del 70% del mercado
(Li et al., 2012).

De acuerdo a Adrio & Demain (2014), el mercado total mundial de enzimas industriales alcanzd los
3.300 millones de ddlares en 2010y se estimé que llegaria a un valor de 4.400 millones en 2015. De las enzimas
técnicas (utilizadas en detergentes y en las industrias textil, del papel y de biocombustibles), aquellas
empleadas para el tratamiento de cueros y produccién de bioetanol fueron responsables de las mayores cifras
de ventas. En 2011, las enzimas técnicas tuvieron ingresos de casi 1,2 mil millones de délares, esperando que
alcanzaran los 1,7 mil millones en 2016, con un aumento de ventas en el mercado de biocombustibles
(bioetanol).

El mercado mundial de enzimas industriales constituye un ambito muy competitivo para numerosas
empresas, que pugnan principalmente sobre la base de la calidad de los productos, rendimiento, uso de
derechos de propiedad intelectual y la capacidad de innovacidn. En la actualidad, este mercado se encuentra
liderado por Novozymes (una empresa biotecnoldgica danesa con representantes en numerosos paises), el
cual controla aproximadamente el 48% del mercado global de enzimas, seguido por el DSM y DuPont (Adrio
& Demain 2005). América del Norte y Europa son los mayores consumidores de enzimas industriales en el
mundo, aunque se espera que la regién de Asia que incluye a China, Japoén e India experimente un rapido
incremento en la demanda de enzimas, reflejando el tamafio y la fuerza de las economias de estos paises. Se
espera que en nuestra region se siga la misma tendencia.

El uso de enzimas (principalmente hidrolasas tales como proteasas, lipasas, amilasas, y celulasas, entre
otras) como aditivos en detergentes representa una de las mayores aplicaciones de las enzimas industriales.
Entre ellas, las proteasas constituyen aproximadamente el 25% del total de ventas en detergentes y el 60%
del mercado mundial de enzimas (Adrio & Demain 2005).

PEPTIDASAS EN LA SINTESIS ORGANICA

Histéricamente, las proteasas han sido asociadas con la hidrdlisis de proteinas. Sin embargo, a finales
del siglo XIX surgieron las primeras sefiales experimentales de una accién inversa, un fendmeno que
originalmente se denominé reaccion plasteina. Se trata de una reaccidn que posibilita la formacién enzimatica
de uniones peptidicas a partir de aminodcidos que proceden de hidrolizados proteicos, para dar lugar a la
generacion de nuevos polipéptidos con un peso molecular de aproximadamente 3000 Da (Andrews &
Alichanidis 1990; Gutiérrez 2000). Desde este primer paso hasta hoy, donde las proteasas se consideran
catalizadores habituales para la sintesis organica, existe un largo camino, muy lejos de acabarse todavia. Para
el afio 2002, alrededor del 10% de todas las publicaciones cientificas que involucraban proteasas estaban
conectadas en cierta forma con un uso sintético de estas enzimas (Bordusa, 2002). Junto con las proteasas,
las lipasas y esterasas son las hidrolasas predominantes entre las enzimas reportadas para la sintesis organica.
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Las proteasas (EC 3.4.N.N), mds correctamente denominadas “peptidasas” de acuerdo a la
recomendacién del Comité de Nomenclatura de la Unidn Internacional de Bioquimica (NC-1UB, siglas del inglés
Nomenclature Committee of the internacional Union Of Biochemistry), pertenecen a la familia de las
hidrolasas. En la actualidad, se conocen varios cientos de estas enzimas, y en un sentido general, todas
catalizan la misma reaccién: la hidrdlisis de enlaces peptidicos. Las proteasas son catalizadores estéreo- y
regioespecificos, que actuan generalmente bajo condiciones de reaccidén suaves con rangos de pH dptimos
entre 6 y 8. En la mayoria de los casos, son faciles de manejar, no necesitan de cofactores costosos, son
relativamente estables y simples en su arquitectura molecular. Estas propiedades "nativas" convierten a las
proteasas en herramientas Utiles para el clivaje dirigido de péptidos, hidrolisis éster regiospecificas o la
resolucidn cinética de racematos (Bordusa, 2002). Las proteasas de origen animal y vegetal representan en la
actualidad aproximadamente el 15% del mercado de enzimas proteoliticas, siendo mayoritarias las de origen
microbiano (Nielsen & Olsen, 2002).

Las peptidasas pueden agruparse en cinco clases de acuerdo a las caracteristicas de sus respectivos
mecanismos cataliticos y a la naturaleza quimica de los grupos responsables de la catdlisis: serinicas,
treoninicas, cisteinicas, asparticas, glutamicas y metalopeptidasas, en las cuales los aminoacidos serina (Ser),
treonina (Thr), cisteina (Cys), aspartico (Asp), acido glutdmico (Glu) o grupos metalicos, respectivamente,
juegan roles primarios en la catalisis. Por otro lado, también existen peptidasas de mecanismo mixto e incluso
desconocido (Erez et al. 2009; Morcelle 2004; MEROPS 2016).

Como catalizadores, las peptidasas alteran la velocidad a la que se alcanza el equilibrio termodindmico
de una reaccién, sin afectar el equilibrio en si mismo. Esto implica inevitablemente que estas enzimas
funcionan reversiblemente en ambos sentidos de la reaccién. Sin embargo, las constantes de equilibrio para
la reaccién inversa, se encuentran en el rango de 103-10* I/mol (Borsook 1953). Por este motivo, en
condiciones fisioldgicas, la posicion de equilibrio de reaccidn estara desplazada hacia la hidrélisis, siendo
despreciable para la reaccion inversa. Como consecuencia, para que las peptidasas puedan actuar como
biocatalizadores en la formacién de enlaces peptidicos debe manipularse el equilibrio de la reaccion. En la
practica, dichas manipulaciones pueden llevarse a cabo mediante dos estrategias bdsicas: el control cinético
y el control termodinamico (Bordusa, 2002).

Sintesis de enlaces amida bajo control termodinamico

La sintesis catalizada por peptidasas bajo control termodindmico representa la reaccidén inversa
directa de la protedlisis (Figura 1). En este caso se emplean sustratos dadores de acilo cuya funciéon carboxilato
esta libre. Esto permite que cualquier proteasa pueda emplearse como biocatalizador independientemente
de su mecanismo catalitico. Las mayores desventajas de esta estrategia consisten en las bajas velocidades de
conversion, la gran cantidad de biocatalizador requerida y la necesidad de desplazar el equilibrio hacia la
reaccién espontaneamente desfavorable. Esto en general se logra mediante el empleo de solventes organicos
que disminuyen la constante dieléctrica del medio. La precipitacién o extraccidn del producto favorece aun
mas este tipo de reacciones (Bordusa, 2002).
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Figura 1. Sintesis de enlaces peptidicos catalizada por proteasas bajo control termodinamico.

Sintesis de enlaces amida bajo control cinético

La sintesis catalizada por peptidasas bajo control cinético requiere del empleo de proteasas serinicas
o cisteinicas capaces de formar el intermediario reactivo acil-enzima. El factor clave de este método consiste
en el uso de moléculas de dador de acilo levemente activadas como ésteres o amidas, lo que acelera la
velocidad de reaccién y minimiza el requerimiento de enzima. El intermediario acil-enzima puede luego ser
atacado por un nucledfilo (agua, en el caso de hidrélisis, u otro nucledfilo como una amina, un alcohol, un
tiol, etc.) para formar el compuesto deseado (Bordusa, 2002). El mecanismo de este tipo de control se ilustra
en la Figura 2.
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Figura 2. Sintesis de enlaces peptidicos catalizada por proteasas bajo control cinético.

Mientras que la estrategia termodindmica termina con el establecimiento de un nuevo equilibrio, Ia
cinética se basa en la acumulacién de un producto intermedio, pasando por una concentracion maxima antes
de que la hidrdlisis (mas lenta) comience a hacerse evidente. Posteriormente, si la reaccién no se termina
después de que el dador de acilo se consume, el producto serd hidrolizado y el equilibrio verdadero sera
alcanzado. El éxito de sintesis en este caso depende de varios factores, mientras que los parametros bdsicos
de la reaccidn (tales como la temperatura, fuerza iénica, concentracién de reactivo y el pH) juegan un papel
importante. Como regla general, puede considerarse que un aumento de la concentracion del nucledfilo y del
pH del medio provocaran un aumento en el rendimiento del producto. Ambas manipulaciones aumentan la
eficiencia del ataque nucleofilico del intermediario acil-enzima por el nucledfilo. Por ultimo, la eficiencia de la
sintesis depende de la enzima en si misma. Considerando que la velocidad de reaccidn estd determinada
principalmente por la especificidad de la enzima hacia el dador de acilo, una union especifica del nucledfilo a
los subsitios S’ de la proteasa (Figura 2) es crucial para conseguir rendimientos elevados. Puesto que la
especificidad de los dominios de unidén del nucledfilo y el dador de acilo son pardmetros especificos de cada
enzima, la eficiencia de cada sintesis y, por tanto, la utilidad sintética de cada proteasa para la sintesis organica
difiere de una enzima a otra.
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Papaina como biocatalizador

La papaina (EC 3.4.22.2) es una endopeptidasa cisteinica vegetal obtenida a partir del latex de frutos
de Carica papaya, usada ampliamente en las industrias alimentaria, cervecera, farmacéutica, veterinaria,
cosmética y textil. Tiene multiples aplicaciones en ablandamiento de carnes, clarificacién de cerveza,
produccién de extracto de levadura, en limpieza dental y, en forma purificada, en cosmetologia y medicina.
Su costo es considerablemente menor que el de enzimas microbianas del mismo tipo y su estabilidad térmica
es buena con respecto a la de otras proteasas.

La Figura 3 muestra un esquema del sitio activo de la papaina, el cual se encuentra formado por 7
subsitios (S1-S4 y S1'-Ss', segln la nomenclatura de Schechter y Berger) repartidos a ambos lados del sitio
catalitico, identificado con la letra C (Schechter & Berger 1967). Las posiciones de los aminoacidos en el
sustrato (P,) se cuentan a partir del sitio de clivaje y por lo tanto se numeran de acuerdo al subsitio ocupado
por cada uno. La papaina cliva preferentemente aquellos enlaces peptidicos que involucren aminoacidos
basicos en la posicidon P1 y aminodcidos hidrofébicos, aromaticos o voluminosos, en la posicidn P2.

A B
CRSP, 1 P, | P, ‘ P, ; Py | Py geelel NN PPy L P, L P/ Py P, Zeeled
I C C
1006 AM0BOC)
25 A 25A

Figura 3. Representacion esquematica de dos posibles complejos enzima-sustrato (A y B) de
papaina con un sustrato peptidico compuesto por seis aminoacidos, donde la letra C representa
el sitio de clivaje.

Como biocatalizador en la quimica orgdnica, la papaina es una de las peptidasas mas empleadas para
la sintesis de diversos péptidos y derivados peptidicos debido a su robustez y amplia especificidad. Los
productos sintetizados con este biocatalizador incluyen polimeros de un Unico aminoacido (Narai-Kanayama
et al., 2008), endulzantes peptidicos (Nakaoka et al., 1998), hormonas (Klein & Cerovsky 1996; Fité et al. 2002)
e isésteros derivados de péptidos (Lang et al., 2007; Morcelle et al., 2013). Esta enzima también ha sido
exitosamente utilizada como biocatalizador en la sintesis de alquilamidas y alquilésteres derivados de
arginina, incluso a temperaturas tales como 65°C (Clapés et al., 1999). En el caso de las reacciones de sintesis
que involucren sélo aminodcidos, el requerimiento de un residuo hidrofébico en la posicién P, se cubre
facilmente utilizando grupos protectores de la funcion amino, como el grupo carbobenzoxi (Cbz- o Z-),
benzoilo (Bz-) o tertbutiloxicarbonilo (Boc-).

Todas estas propiedades, sumadas a su facil obtenciéon y preparacion a partir de una fuente natural,
convierten a la papaina en una herramienta biocatalitica muy versatil para las reacciones que involucren la
sintesis de enlaces amida y éster, entre una amplia gama de aminodcidos y una variedad enorme de
nucledfilos simples, con motivos amina o alcohol.
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SURFACTANTES
Definicién y clasificacién

La IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) define a los tensioactivos o surfactantes
(conjuncién del inglés surface active agents), como compuestos anfifilicos capaces de disminuir la tensién
superficial del medio en el que se encuentran solubilizados, asi como la tension interfacial en la interfase de
fluidos inmiscibles (IUPAC 2001). La estructura molecular anfifilica de estos compuestos se encuentra definida
desde el punto de vista fisicoquimico como una dualidad polar-apolar. La regién polar de la molécula se
denomina comunmente como cabeza polar o hidrofilica y posee una alta afinidad por los solventes polares,
en particular el agua. Esta porcion de la molécula exhibe por lo general un alto contenido de heteroatomos,
como O, S, Py N, que se encuentran formando parte de grupos alcohol, acido, sulfato, sulfonato, fosfato,
amina, amida, etc. Por otro lado, la regidon apolar o poco polar, y por lo tanto con baja afinidad por los
solventes polares, llamada cola hidrofébica o lipofilica, se encuentra formada generalmente por un grupo
hidrocarbonado de tipo alquilo o alquil benceno.

La forma mas practica de clasificar a los surfactantes es de acuerdo a su estructura. La porcion
hidrofdbica de la mayoria de los agentes tensioactivos es bastante similar: consiste en una o dos cadenas
hidrocarbonadas (denominados surfactantes de cadena simple y doble, respectivamente) que pueden ser
ramificadas, lineales o aromdticas, y pueden estar eventualmente halogenadas, como en el caso de los
fluorosurfactantes, que contienen colas hidrofébicas fluorocarbonadas. Debido a esto, lo mas comun es
clasificar a los tensioactivos segun la naturaleza quimica y la carga de la regién hidrofilica o cabeza polar. De
esta manera, los surfactantes pueden clasificarse en no idnicos, cuando no poseen ningun grupo cargado
(como el Tritén X-100, un éster de polietilenglicol), o idnicos, cuando la cabeza polar tiene una carga neta. Si
la carga neta de la regidn polar es negativa, dada por ejemplo por la presencia de grupos sulfato, sulfonato o
fosfato, el surfactante serd anidnico (por ejemplo, el lauril sulfato de sodio, mas cominmente conocido como
SDS). Por otro lado, si la carga neta es positiva, como en el caso de las aminas, se tratara de un surfactante
cationico (como el bromuro de hexadecil-trimetilamonio o bromuro de cetiltrimetilamonio, conocido como
CTAB, uno de los principales componentes del Cetrimide). Finalmente, si un agente tensioactivo presenta una
region hidrofilica con ambas cargas pero sin carga neta, se denominara zwitterionico (como en el caso de los
N-alquil aminodcidos). En muchos casos, la carga neta de la region polar de los surfactantes dependera del pH
del medio.

Propiedades y aplicaciones

Los surfactantes se caracterizan por aumentar la solubilidad, movilidad, biodisponibilidad y
subsecuente biodegradacion de compuestos organicos insolubles en agua (Singh et al., 2007). Su estructura
anfifilica permite que sus regiones hidrofilica e hidrofébica se orienten en las interfaces entre fluidos con
diferentes polaridades, reduciendo asi las tensiones superficiales e interfaciales. Como resultado, estos
compuestos facilitan la formacion de emulsiones, dispersiones y espuma, haciéndolos esenciales en
aplicaciones que requieren la emulsificacidn, lubricacion y espumado, asi como la solubilizacién de
compuestos no miscibles o dispersion de fases. Su capacidad de interactuar con membranas vy
macromoléculas, tales como acidos nucleicos, les brinda diversas actividades, exhibiendo en muchos casos
propiedades antimicrobianas, antivirales, hemoliticas, insecticidas, etc. Tienen un amplio rango de
aplicaciones, que van desde la limpieza en el hogar, pasando por diversos procesos industriales y usos en
agroquimicos, hasta ingredientes activos en productos de cuidado personal (Clapés & Infante 2002; Mnif &
Ghribi 2015; Gudifia et al. 2016).

ISSN (Impr) 0034-9496 57



Rev. Farm. vol. 158 n22: 58-67 — FAIT-MORCELLE

Los surfactantes en solucidn, cuando estan presentes en bajas concentraciones, son adsorbidos en la
superficie o interfase de una manera orientada, con una consecuente disminucion en la tension de superficial
o interfacial del sistema. La maxima concentracién de surfactante en la superficie (Imax) mide la eficacia de
adsorcidon y es inversamente proporcional al area interfacial (Amin) ocupada por la molécula de surfactante en
la monocapa. En el seno de la solucién, las moléculas de surfactante forman agregados de diferentes tamafios
y formas (esferas, elipsoides, cilindros), cominmente conocidos como micelas. La concentracion a la cual
comienza a observarse la formacién de agregados es caracteristica de cada surfactantes y se conoce como
concentracion micelar critica (CMC). La formacidon de micelas es una caracteristica importante de los
tensioactivos ya que un numero importante de procesos interfaciales, como la interaccién con membranas
bioldgicas, la accion litica y la solubilizacion de los compuestos no polares, dependen de este proceso (Clapés
& Infante 2002).

Dado su amplio abanico de aplicaciones, los surfactantes representan un conjunto de productos
consumidos diariamente en grandes cantidades a escala mundial. Por esta razén, el mercado de tensioactivos
se encuentra en continuo crecimiento. Su produccidn total a nivel mundial se estima en mas de 15 millones
de toneladas por ano, y se espera que supere las 24 millones de toneladas por un valor de 42 mil millones de
ddlares para el afio 2020 (Gudina et al., 2016).

SURFACTANTES DE BASE BIOLOGICA Y BIOSURFACTANTES

La mayoria de los surfactantes disponibles hoy en dia deriva de fuentes petroquimicas, lo que
consume recursos no renovables, ademds de contribuir a la contaminacién ambiental debido a su baja
biodegradabilidad (Moran et al., 2004). Estos puntos han despertado un interés creciente en moléculas
surfactantes basadas en estructuras anfifilicas naturales, como aquellas que mimetizan los lipoaminoacidos
naturales y los compuestos tensioactivos sintetizados por microorganismos o biosurfactantes (glicolipidos,
lipopéptidos y polimeros) (Moran et al. 2004; Pinazo et al. 2011; Bordes & Holmberg 2015; Pinazo et al. 2016;
Nitschke & Sousa e Silva 2016). Las propiedades mostradas por los surfactantes de base bioldgica (alta
biodegradabilidad y biocompatibilidad, baja toxicidad, alta actividad superficial, estabilidad bajo extremas
condiciones de temperatura, pH y salinidad, diversidad estructura, actividad bioldgica, etc.), sumadas a la
utilizacion de recursos renovables, ofrecen potenciales ventajas sobre los tensioactivos sintéticos
convencionales, constituyendo asi las principales razones para el creciente interés sobre estas moléculas
(Gudifia et al., 2016). Trabajos recientes mostraron que el volumen del mercado global actual de los
biosurfactantes se estima en alrededor de las 476.500 toneladas anuales, siendo producidos por 17 empresas
a escala industrial en todo el mundo (Sekhon Randhawa & Rahman 2014). El nimero de patentes de
biosurfactantes se ha estimado en cerca de 530 hasta el afio 2013, de las cuales aproximadamente el 80% ha
sido emitida en la Ultima década debido al creciente interés de los sectores cosméticos y farmacéuticos
(Hames et al. 2015). Con el continuo crecimiento de la demanda de estos productos, se estima que el mercado
mundial de los biosurfactantes supere los 2.000 millones de ddlares en el afio 2018 (Nitschke & Sousa e Silva
2016).
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SURFACTANTES DERIVADOS DE AMINOACIDOS

Entre los tensioactivos de base bioldgica, los tensioactivos derivados de aminodcidos constituyen una
interesante familia de surfactantes con excelentes propiedades de adsorcion y agregacidon, alta
biodegradabilidad, baja toxicidad, bajo impacto ambiental y amplia actividad antimicrobiana. La
multifuncionalidad de estos compuestos los convierte en aditivos interesantes para diversas formulaciones
cosméticas y farmacéuticas, ayudando a la eliminacién de ingredientes innecesarios y permitiendo el
desarrollo de formulaciones mas simples con una reduccidn en los costos. Desde un punto de vista econdmico
y ambiental, los surfactantes derivados de aminodcidos de cadena simple son compuestos altamente
atractivos, puesto que pueden ser facilmente preparados. Se producen en una escala de unos pocos miles de
toneladas por afo, con importantes aplicaciones en dareas como la salud y el cuidado personal (Clapés &
Infante 2002).

Los aminodcidos tienen al menos dos grupos funcionales: el grupo a-carboxilico y el grupo a-amino.
Estos compuestos pueden convertirse facilmente a surfactantes de cadena simple con una molécula reactiva
portadora de una cadena hidrofébica, como acidos grasos, alcoholes, ésteres y aminas grasas. La cadena
hidrofdbica puede introducirse en la estructura del aminoacido a través de enlaces amida o éster (Figura 4).
La porcidon aminoacidica o peptidica de la molécula sera la que determine las mayores diferencias de
adsorcién, agregacion y actividad bioldgica entre los surfactantes derivados de aminodcidos. De esta manera,
el uso de aminodcidos acidos, basicos o neutros como material de partida puede dar lugar a tensioactivos
anidnicos, catidénicos o no idnicos, respectivamente. Modificaciones mds exhaustivas de estos grupos
permitira la seleccion especifica de sus propiedades para cada una de las aplicaciones en particular. Los
aminodcidos como la lisina o la arginina, ofrecen oportunidades adicionales para el disefio molecular de
tensioactivos monocatenarios (Pinazo et al., 2016).

\(_,))l\
HZN\H/
“_acil aminoacidos \ / O%-acil amidas

OH

N%-aquil aminoacidos O%-acil ésteres
\6')/\)( HO\(V)/

OH 0]
\Hn/\m H,oN Ay
O O
Figura 4. Principales tipos de uniones entre la porcién hidrofébica y la aminoacidica de los

surfactantes derivados de aminoécidos de cadena simple. X: Cl, Br o I; R: cadena lateral del
aminoacido.
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La sintesis de tensioactivos derivados de aminoacidos se ha llevado a cabo tanto por métodos
quimicos (Pérez et al., 1996, 2002b, 2004) como quimioenzimaticos (Clapés et al., 1999; Piera et al., 2000;
Moran et al., 2001), haciendo uso de materias primas renovables como aminoacidos, azlcares y aceites
vegetales. Sin embargo, el concepto de tensioactivos de base biolégica ha llevado a la consideracidon de
métodos biotecnoldgicos, es decir, catalizados por microorganismos o enzimas, para su produccién, ya que
estas metodologias producen menos contaminantes y consumen menos energia y recursos (Clapés & Infante
2002).

Ademas de los surfactantes derivados de aminoacidos de cadena simple (Figura 5a), las cadenas
alifaticas y los aminoacidos pueden combinarse entre si para generar otras tres estructuras principales:
diméricos o géminis, del tipo glicerolipidos y anfifilos tipo bola (Castillo Expdsito, 2006). Los surfactantes
géminis son estructuras formadas por dos moléculas anfifilicas idénticas (constituidas cada una por una
cabeza polar y una cola hidrofébica) unidas covalentemente entre si mediante un espaciador (Figura 5b). En
el caso de las estructuras del tipo glicerolipidos, las mismas pueden ser consideradas andlogas de fosfolipidos
o de mono- y diglicéridos. Consisten en una cabeza polar unida a una o dos colas hidrofébicas a través de un
esqueleto de glicerol (Figura 5c). Finalmente, los anfifilos tipo bola contienen dos cabezas polares unidas en
cada extremo de una cadena de hidrocarburo alifatico (Figura 5d).

c) Moj\/o
/\/\/\/\/CLO
@) @pinosel Ginocie

Figura 5. Clasificacion de los surfactantes derivados de aminodcidos segun su estructura: (a) de
cadena simple, (b) diméricos o géminis, (c) del tipo glicerolipidos y (d) anfifilos tipo bola. El
aminodcido constituye la cabeza polar del tensioactivo, mientras que la cadena de alquilo
hidrocarbonada constituye la regidn hidrofdbica de la molécula.
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Peptidasas en la sintesis de surfactantes derivados de aminoacidos

Hasta hace pocos afios, la sintesis de surfactantes era sélo considerada dentro de las incumbencias de
la quimica orgdnica. Sin embargo, el rapido avance de la biotecnologia ha despertado el interés en los
tensioactivos obtenidos mediante el empleo de catalizadores bioldgicos (Valivety et al., 1997). Si bien la mayor
parte de las aplicaciones de las proteasas se refiere a reacciones hidroliticas en medio acuoso para la
degradacion de moléculas complejas a moléculas mds simples, el uso de proteasas y lipasas para la sintesis
de enlaces éster y amida ha sido ampliamente estudiado, como en el caso de los surfactantes derivados de
aminoacidos (Castillo-Expdsito 2006; Valivety et al. 1997; Clapés et al. 1999; Moran et al. 2001; Morcelle et
al. 2009). La sintesis y los métodos de purificacién tradicionales de esta clase compuestos involucran
numerosos pPasos con reacciones de proteccion y desproteccidn, asi como el uso de solventes organicos
peligrosos y otros quimicos de elevada toxicidad (como el BFs, bases organicas fuertes y solventes clorados).
A suvez, dependiendo del producto final deseado, pueden requerirse condiciones drasticas de reaccidn, como
elevadas temperaturas y presiones e incluso reacciones de hidrogenacion (Pérez et al. 1996; Mitin et al. 1997;
Piera et al. 1998; Castro et al. 2004a). Por otro lado, el rendimiento global de estas reacciones de sintesis no
supera el 45-60% en el mejor de los casos (Castro et al. 2004b; Pérez et al. 2014). Asimismo, es importante
destacar que el uso de estas estrategias quimicas no cumple con los requisitos de la quimica verde, ya que el
uso de esta metodologia resulta en la aparicion de productos téxicos provenientes de las materias primas
empleadas y que pueden estar presentes en las formulaciones finales. Estas desventajas pueden ser evitadas
utilizando enzimas como biocatalizadores, las cuales son altamente especificas y pueden emplearse bajo
condiciones de reaccion suaves.

Papaina inmovilizada por adsorcién sobre poliamida demostré ser un biocatalizador eficiente para la
formacién de enlaces amiday éster en la sintesis de N-alquil amidas y O-alquil ésteres de arginina, dos familias
surfactantes derivados de arginina de cadena simple (Clapés et al. 1999; Moran et al. 2004). La reaccion en
este caso fue llevada a cabo por condensacién enzimatica del sustrato sintético carbobenzoxi-arginina metil
éster (Z-Arg-OMe) y aminas o alcoholes grasos de diferente longitud de cadena, a través del grupo carboxilo
de la arginina. En el caso de la preparacidn de los O-alquil ésteres, la sintesis fue llevada a cabo en sistemas
libres de solvente, usando el alcohol como medio de reaccidn. Ambos tipos de compuestos fueron sintetizados
enzimaticamente a escala multigramo, con una pureza superior al 99%.

Los glicerolipidos conjugados de arginina constituyen otra clase de lipoaminoacidos con propiedades
tensioactivas, formados por dos cadenas alifaticas unidas por una molécula de glicerol a la cabeza polar
constituida por el residuo aminoacidico. Estos compuestos han sido sintetizados usando tanto estrategias
guimicas como enzimaticas (Pinazo et al., 2016). Ambos métodos tienen en comun la primera etapa de la
sintesis, que consiste en la preparacidn enzimatica del derivado gliceril-éster de arginina. Esta reaccion
consiste en la esterificacion selectiva catalizada por una proteasa de uno de los grupos hidroxilo primarios del
glicerol con el grupo carboxilato de la arginina. El segundo y ultimo paso implica acilacion enzimatica o quimica
de los dos grupos hidroxilo libres restantes con el correspondiente cloruro acido de cadena larga.

Finalmente, también se ha reportado la sintesis enzimatica de tensioactivos catidnicos tipo géminis
derivados de arginina, también llamados bis(Args) (Pérez et al., 1996). En este tipo de compuestos, la cadena
hidrocarbonada se conecta al grupo N*-amino de la arginina a través de un enlace amida. La estrategia de
sintesis quimio-enzimatica empleada en este caso implica la acilacion del diamino-alcano espaciador por el
N®-acil-arginina etil éster (con diferentes longitudes de cadena hidrocarbonada), seguida por la reaccién
catalizada por papaina entre la N*-acil-arginina y el grupo amino restante del espaciador.
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Aplicaciones y caracteristicas de los surfactantes derivados de aminoacidos

A diferencia de las sales de acidos grasos (como el jabdn de laurato de sodio), los N*-acil aminoacidos
de cadena larga tienen excelente solubilidad acuosa (debido a la presencia de enlaces CO — NH adicionales),
alta biodegradabilidad y buena tolerancia al ion calcio (lime resistance). Se ha observado que la actividad
superficial aumenta y la CMC disminuye al aumentar la longitud de cadena de alquilo y la hidrofobicidad del
residuo aminoacidico (Clapés & Infante 2002).

El uso de vesiculas de N®-acil aminoacidos sintéticos como vehiculo para diversas drogas (drug
carriers), asi como para la preparacién de liposomas funcionales con ligandos de lipopéptidos, ha sido
examinada por varios autores (Boeckler et al., 1998; Yagi et al., 2000; Tavano et al., 2014). Las vesiculas de
N%-acil aminodcidos de cadena alifatica larga demostraron eficiencia de encapsulacién comparable a la de los
liposomas de lecitina convencionales. Por otro lado, se ha reportado el desarrollo de una tecnologia para la
transferencia de ADN foraneo a células a través de la formacidon de complejos hidrofébicos ion apareado no
toxicos entre ésteres de alquilo de cadena larga derivados de arginina con moléculas de ADN (Moran et al.,
2004). Los lipoaminoacidos resultan también particularmente atractivos como agentes antimicrobianos y
antivirales. Numerosos trabajos han mostrado la capacidad inhibitoria del crecimiento e incluso bactericida
de los surfactantes derivados de aminoacidos (sobre todo de arginina vy lisina) frente a bacterias Gram
positivas y Gram negativas (Castillo Expdsito, 2006; Pinazo et al., 2016). En el caso de los virus, ciertos
derivados de aminoacidos han mostrado ser efectivos para la inhibicion de la enzima neuraminidasa (NA) del
virus de la influenza (gripe), presente en la capside del virus e involucrada en el clivaje de uniones glicosidicas
que contribuyen a la movilidad de los viriones (Kondoh et al., 1997).

Se ha encontrado que el enlace amida que conecta la cabeza y la cola hidrocarbonada de los
tensioactivos de la familia de los N*-acil aminoacidos participa en la autoagregacion de las moléculas (Bordes
& Holmberg 2015). Este enlace puede contribuir en la formacién de puentes de hidrégeno intermoleculares,
lo que conduce a un empaquetamiento muy apretado, tanto en el caso en que los anfifilos se alinean en una
monocapa en la interfase de dos fluidos inmiscibles (aire-agua, por ejemplo), como cuando se agrupan en
forma de micelas en solucién acuosa (Bordes et al., 2010). Los surfactantes derivados de aminoacidos pueden
producirse en forma enantiomericamente pura. La agregacion de tales moléculas conduce a la formacion de
micelas con una superficie quiral (quiralidad supramolecular), la cual puede aprovecharse para la sintesis
orgdanica asimétrica y la induccion de quiralidad en materiales meso-porosos (Gao & Che 2010).

Los principales tipos de enlaces entre el residuo aminoacidico y la cola hidrofébica son éster y amida.
Estos tipos de unién son facilmente degradados por la acciéon de enzimas hidroliticas, como lipasas y
peptidasas, lo que significa que la mayoria de los tensioactivos basados en aminoacidos son facilmente
biodegradables y no téxicos para los organismos marinos (Pérez et al., 2002a; Infante et al., 2004; Moran et
al., 2004; Colomer et al., 2012). Ademas, la familia de los N*-acil aminodcidos ha sido ampliamente estudiada,
demostrando baja capacidad de irritacion y sensibilizacién de la piel (Bordes & Holmberg 2015).

Teniendo en cuenta todas las propiedades de estos compuestos, los tensioactivos derivados de
aminodcidos presentan muchas de las caracteristicas requeridas para los tensioactivos incorporados en
productos de consumo. No resulta sorprendente el hecho de que con la creciente preocupacion sobre los
efectos bioldgicos de las sustancias quimicas, el interés sobre esta clase de tensioactivos crezca alin mas en
el futuro.
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Surfactantes derivados de arginina de cadena simple: propiedades y aplicaciones

Entre los surfactantes derivados de aminoacidos de cadena simple, los derivados de arginina
conforman una clase de compuestos catiénicos con excelentes propiedades de agregacidén y adsorcion,
actividad antimicrobiana de amplio espectro, buena biodegradabilidad, baja toxicidad potencial y bajo
impacto ambiental (Pinazo et al., 2016). Los mismos pueden clasificarse segun su estructura en tres series de
compuestos: N*-acil arginina alquil ésteres (Figura 6a), arginina-N-alquilamidas (Figura 6b) y arginina-O-alquil
ésteres (Figura 6c).

a) O
H3N
CI
Cl ’- Cl
NH2 2 N, c€|) NH2 5

Figura 6. Estructura de surfactantes derivados de arginina de cadena simple: (a) N®-acil arginina
alquil ésteres con R=CH3 y n=8 CAM, n=10 LAM, n=12 MAM,; (b) arginina-N-alquilamidas, n=9
ACA, n=11 ALA, n=13 AMA,; y (c) arginina-O-alquil ésteres, n=7 AOE, n=9 ACE, n=11 ALE (Pinazo
etal., 2016).

Las principales diferencias entre estas familias de compuestos incluyen el tipo de enlace que participa
en la unién de la cola hidrocarbonada al residuo de arginina, la posicidon del mismo respecto del carbono a de
la arginina (unidn a través del grupo a-amino o del a-carboxilo) y la cantidad de cargas positivas presentes en
la porcién hidrofilica de la molécula (Moran et al., 2004). En cuanto a la sintesis de los mismos, los compuestos
del tipo N*-acil arginina metil éster no han podido ser sintetizados enzimaticamente, en tanto que los del tipo
arginina-N-alquilamida y arginina-O-alquil éster fueron obtenidos exitosamente empleando papaina como
biocatalizador, como se menciond anteriormente (Castillo Expdsito, 2006).

Se ha reportado el estudio de la adsorcién y agregacién de los surfactantes derivados de arginina de
cadena simple, a diferentes concentraciones y en presencia o ausencia de otros componentes (Pinazo et al.,
2016). Estos compuestos presentan generalmente buena solubilidad acuosa y excelentes propiedades
tensioactivas, siendo capaces de disminuir la tension superficial del agua y de formar agregados en medio
acuoso, mostrando valores de CMC definidos. La morfologia de los agregados observados en cada caso
depende no sélo de la porcidn hidrofébica de la molécula, sino también de la temperatura, composicién y
contenido de electrolitos del sistema (Moran et al., 2004). Por otro lado, los tensioactivos catiénicos derivados
de arginina presentaron un perfil satisfactorio toxicidad, alta biodegradabilidad y excelentes propiedades
antimicrobianas contra bacterias, hongos y levaduras (Infante et al., 2004; Pérez et al., 2009; Pinazo et al.,
2011, 2016). Esta ultima propiedad es el resultado de la combinacion de la actividad interfacial de los
compuestos y su estructura molecular, siendo factores clave la longitud de la cadena hidrocarbonada y la
presencia del grupo basico guanidinio protonado de la arginina (Castillo Expdsito, 2006). Estas propiedades
convierten a los surfactantes derivados de arginina en interesantes alternativas para una amplia gama de

ISSN (Impr) 0034-9496 63



Rev. Farm. vol. 158 n22: 64-67 — FAIT-MORCELLE

aplicaciones industriales tanto la formulacidn de productos para el cuidado personal, farmacéuticos vy
agroalimentarios, asi como en el disefio y sintesis de biomateriales (Pinazo et al., 2011).

CONCLUSIONES

La sustentabilidad, tanto de los procesos como de los bienes de consumo generados, es un reto
importante para la industria quimica del siglo XXI. En este sentido, los tensioactivos se encuentran entre los
productos mds empleados en los distintos sectores industriales. En este contexto, la creciente conciencia
ambiental ha impulsado el desarrollo de compuestos con propiedades tensioactivas, considerablemente
menos toxicos y biodegradables, con prometedoras aplicaciones biomédicas gracias a sus excelentes
propiedades interfaciales y bioldgicas.

Los aminodacidos representan una serie de sustratos versatiles para la sintesis de surfactantes,
permitiendo la obtencion de anfifilos anidnicos, catidnicos o zwitteridnicos dependiendo de la eleccién del
aminodacido de partida y el proceso de sintesis empleado. En este sentido, la sintesis de estos compuestos
mediante estrategias biotecnolégicas favorece el desarrollo de procesos menos contaminantes, empleando
menos recursos y energia. Por otro lado, en los tensioactivos derivados de aminoacidos el residuo
aminoacidico se encuentra generalmente unido a la porcidn hidrofébica mediante un enlace éster o amida,
lo cual convierte a estos compuestos en biodegradables y no toxicos para los organismos marinos, ya que este
enlace es facilmente clivado por la accién de enzimas hidroliticas como lipasas o peptidasas. El hecho de que
muchos de los tensioactivos derivados de aminodcidos han demostrado ser suaves para la piel y no
sensibilizantes, sumado a la multifuncionalidad de estos compuestos (actividades antibacterianas, antivirales,
antifungicas, hemoliticas, etc.), convierte a estos productos en una alternativa promisoria a los tensioactivos
comerciales disponibles actualmente. No resulta sorprendente asi que, con la creciente preocupacion sobre
los efectos nocivos de los quimicos (tanto en los seres vivos como en el medio ambiente), el interés sobre
esta familia de tensioactivos crezca ain mas en el futuro.
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