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RESUMEN: La lipasa B de Candida antarctica (CALB) fue inmovilizada en nanoparticulas magnéticas (FesO,) funcionalizadas con

quitosano y glutaraldehido. El biocatalizador se aplicéd a la esterificacion de (R/S)-ibuprofeno con etanol, sin uso de co-solventes. El

rendimiento del nuevo biocatalizador se compara con Novozym® 435. En este sentido, se evidencian similares actividades enziméticas a

pesar de importantes diferencias en la carga enziméatica para ambos biocatalizadores. Por otra parte, el soporte magnético

presentado posee la ventaja de no ser degradado por alcoholes cortos, recuperarse faciimente desde medios de reaccién por

decantacién magnética, y bajo costo de fabricacién. Asi, el nuevo biocatalizador magnético es una interesante alternativa para potenciales

aplicaciones industriales.

PALABRAS CLAVE: (R/S)-ibuprofeno, Lipasa B de Candida antarctica, resolucién cinética enzimatica.

El ibuprofeno, cido (RS)-2-(p-isobutilfenil) propidnico, se caracteriza por
su actividad anti-inflamatoria, antipirética y analgésica. El wuso
farmacolégico de este compuesto estd muy difundido en nuestro pais y en
el mundo debido a su efectividad en las dosis recomendadas. La actividad
farmacolégica de los derivados del acido 2-arilpropibénico esta
directamente relacionada con la quiralidad del compuesto. En el caso
especifico del ibuprofeno, el enantidmero S(+) es 100 veces mas activo
que el R(-) [1]. Por otro lado, las ingestas recurrentes de la mezcla
racémica causan efectos colaterales como hemorragias y ulceras
gastrointestinales debido a la acidez combinada de ambos isémeros.
Asimismo, segun investigaciones de la compafifa Merck, el enantiémero S
(+) acttia dentro de los 12 minutos de ingestion versus 30 minutos de la
mezcla racémica.

En la actualidad mas del 50% de los principios activos (PA) utilizados en
la elaboracién de medicamentos son quirales, y de estos mas del 80 % se
comercializan como racematos. Sin embargo, la tendencia de la industria
farmacéutica se orienta hacia el uso de los enantiémeros puros ya que
estos presentan algunas ventajas como reducciéon de la carga metabélica,
renal o hepatica, menores interacciones con otras drogas y menor
probabilidad de efectos laterales. Por lo dicho, la obtencién del isémero
farmacol6gicamente activo es un aspecto de creciente interés en las areas
de desarrollo y manufactura de medicamentos. Nuestro grupo de
investigacion trabaja desde hace unos afios en el desarrollo de un proceso
de obtencién de S(+)-ibuprofeno, antiinflamatorio no esteroide (AINE)
de gran eficacia comprobada, masivo uso mundial y actualmente sin
produccién nacional del mismo. Usualmente este AINE se presenta como
mezcla racémica en los medicamentos comercializados en nuestro pais y
en muchos paises del mundo y pocos laboratorios nacionales importan el

PA. En este sentido, se evidencié que la lipasa comercial Novozym®435
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(CALB adsorbida sobre polimetilmetacrilato) cataliza selectivamente la

esterificacion del R(-)-ibuprofeno favoreciendo la concentracién del

enantiomero deseado, S(+)-ibuprofeno, no-esterificado [2, 3]. Mas aun, se
ha demostrado que es posible la esterificacion del firmaco con etanol en
un medio libre de co-solvente (convencionalmente se utilizan isooctano,
heptano y hexano) alcanzandose una conversion de 62 % y un exceso
enantiomérico del S(+)-ibuprofeno remanente de 54 %. Estudios mas
recientes demostraron que el etanol provoca disgregacion del
biocatalizador comercial [4-5]. A los fines de resolver este problema una
de las estrategias abordadas consistié en la inmovilizacién de CALB
sobre un soporte resistente a las condiciones de reaccién. En este sentido,
la magnetita Fe304 (MAG) es un material de bajo costo, estable, de facil
separacién por aplicacién de campo magnético externo y reutilizable.
Ademas, en nano escala posee la ventaja adicional de una gran relaciéon
area/volumen, aspecto que mejora su eficiencia como portador de
biomoléculas. Por las ventajas mencionadas se inmoviliz6 covalentemente
CALB sobre magnetita (MAG) funcionalizada con glutaraldehido y
quitosano. La sintesis y exhaustiva caracterizacion del nuevo
biocatalizador CALB/MAG se desarrolld en una publicacion previa de la
Dra. Ferreira y colaboradores [6, 7]. En este trabajo se muestra la
aplicacién de CALB/MAG a la resolucién cinética de (R/S)-ibuprofeno por
esterificacién con etanol, en un medio compuesto Unicamente por los
reactivos. En forma comparativa se muestran los resultados obtenidos al
emplear Novozym®435, biocatalizador comercial de referencia. Las
reacciones de esterificacion se llevaron a cabo en frascos de vidrio
herméticos. En todos los casos 0,5000 g (2,42 mmoles) de (R/S)-
ibuprofeno se hicieron reaccionar con 1,00 mL de etanol absoluto (Carlo
Erba 99,8 %). El contenido de agua inicial fue 4,76 % v/v. La
esterificacion se llev6 a cabo a 45 °C y agitaciéon constante (200 rpm) en

un bafio de agua (Julabo SW22, Alemania). Las reacciones se iniciaron con
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el agregado del biocatalizador correspondiente en relaciéon 160 mg de
catalizador por mL de alcohol. Las esterificaciones se realizaron bajo
condiciones halladas como Optimas al emplear etanol como agente
nucleofilico y solvente [2, 3]. La conversién y la enantioselectividad
fueron evaluadas en funcién del tiempo de reaccién. Se realizaron
ensayos blancos tendientes a determinar el grado de avance y la
enantioselectividad de la reaccién no catalizada.

Una vez transcurrido el tiempo programado de reaccién se procedié a la
extraccion de una alicuota de 50 pl, la cual se analizd por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) empleando una columna quiral
Nucleodex beta-PM (Macherey-Nagel, Alemania), con detector UV a 230
nm, de modo de obtener parametros de enantioselectividad. La
cuantificacién de ibuprofeno remanente se realizé por medio de titulacion
con una solucién estandarizada de hidréxido de potasio en etanol, siendo
la metodologia reconocida por ANMAT (Administracién Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica) para el dosaje de este
principio activo. La actividad especifica fue calculada como la conversion
del profeno a ésteres etilicos (umoles) por unidad de masa y tiempo de
reaccion. Las desviaciones estdndar de la actividad especifica y el exceso
enantiomérico son (+/- 0,01) y (+/- 0,5), respectivamente.

La figura 1 muestra la evolucién en el tiempo del avance de reaccion (X%)
y exceso enantiomérico hacia S(+)-ibuprofeno al emplear Novozym®435 y

CALB/MAG como catalizadores en la reaccion de interés.
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Figura 1. Evolucion en el tiempo de la conversion (X%) y el exceso

enantiomérico (ee S %) en la esterificacion de (R/S)-ibuprofeno con etanol

Se observa que la esterificacién enantioselectiva de (R/S)-ibuprofeno
con etanol es llevada a cabo satisfactoriamente por Novozym®435.
Respecto a CALB/MAG, la conversion alcanza rapidamente, en 6 h, un
valor de 17% manteniéndose luego aproximadamente constante hasta
las 72 h de reaccién. Debe tenerse en cuenta que en las primeras 6 h de
reaccion el nuevo catalizador resulté mas eficiente que el comercial.
Claramente la figura 1 evidencia falta de enantioselectividad para
CALB/MAG en las condiciones ensayadas. Estos resultados plantean la
necesidad de evaluar la reacciéon bajo control de la actividad acuosa
(aw), ya que la reversibilidad de la reaccién catalizada por lipasas
depende de este parametro. Si bien se reporta que Novozym®435 es
relativamente resistente a variaciones de aw, atribuyéndose esto a las
caracteristicas hidrofébicas y macroporosas del soporte, los resultados
hallados indican que CALB/MAG quizas requiera del control de aw para
optimizar la reaccién. El control de la aw puede mejorar no sélo la
conversion, favoreciendo la esterificacion respecto a la hidrélisis, sino
también la enantioselectividad, ya que este parametro se relaciona
también con la flexibilidad enzimatica [8]. Cabe destacar que la

diferencia en carga enzimatica de ambos catalizadores también
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determinard la diferencia en el maximo valor de X% logrado

(Novozym®435 15 %p/p y CALB/MAG 3 %p/p).

La figura 2 evidencia que la actividad especifica, expresada por unidad de
masa de proteina inmovilizada, es decir la actividad enzimatica
molecular, es superior en el nuevo biocatalizador respecto al comercial.
La figura 2 muestra también la evolucién de la actividad por unidad de
masa de biocatalizador evidenciando nuevamente la necesidad de evaluar

la reaccién bajo control de aw.

0,70 - + activ esp Novozym435
@ @ actesp CALB/MAG
0.60 act enzimatica Movozym435
& 050 % act enzimatica CALB/MAG
g e
gg *
Swos | ¢@
= X *
v O
I+) 0,30
§5 ¥ %
< 020 - * %
®
1 ® »
il xee 2
o> A A% 32 e
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78

Tiempo (h)

Figura 2. Evolucién en el tiempo de la actividad especifica (act esp) del
biocatalizador (umol/mg catalizador hora) y actividad enzimética

(umol/mg proteina min)

Un nuevo biocatalizador, CALB/MAG, demostro potencial aplicacion en la
resoluciéon de (R/S)-ibuprofeno por esterificacién con etanol (como
sustrato y solvente). Se evidenciaron actividades enzimaticas

comparables e incluso superiores a Novozym®435.
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