EFnzimas en medios
NO convencionales




Necesitamos enzimas

Las enzimas se sintetizan en ... medio acuoso

Enzimologia,
reaCCOr eS Pueden trabajar en otro medio?
eﬂZImétcaS * Sirve para algo?

Who cares?

Reaccionan en ... medio acuoso




Who cares?

* Sintesis de compuestos. Estereoselectividad

* Dificil de lograr en reacciones organicas
* Produccién de precursores quirales
* Resolucion de mezclas

* Condiciones “suaves” de reaccion
e Catalisis!!
"Green chemistry”
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Por queé
meter una
enzima en
medio
organico?

Solubilidad de reactivos hidrofébicos
Revertir hidrdlisis para dar condensacion

Separacion de la enzima del medio (no se
disuelve!!)

Las enzimas son ... mas estables en solventes
anhidros que en H20 (!!!)
e Lisozima, 100 2C, 50% actividad:
* 30s (pH 8)
* 100’ (pH 4)
e 140h (ciclohexano)

Especificidad/selectividad “tuneables” en distintos
solventes



( Hydrolpss Qué reacciones
RCOOR’ + H,0 — RCOOH + R'OH (1) puedeﬂ ser L,Jt||e5

(ii) Synthesis. Reactions under this category can be fur-
ther separated into the following categories.

B il
(a) Esterification  Hidrolasas (lipasas)

e H20 sustrato

* Reversible!!

RCOOH + R'OH — RCOOR’ + H,0 (2)
(b) Interesterification
RCOOR' + R"COOR* — RCOOR" + R"COOR’  (3)
(c) Alcoholysis
RCOOR' + R"OH — RCOOR"” + R'OH  (4)
(d) Acidolysis
RCOOR' + R"COOH — R"COOR’ + RCOOH  (5)
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Resoluciones (BASF)
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ISIS

Amino

acyl-enzyme - free enzyme
intermediate
0 /j\OASer ~
RX
)LO/\Ser ". HO~ “Ser
H\ \ o * Las hidrolasas en ausencia de H20
| N\> RXH | N> Sy« pueden catalizar amindlisis
N __~nNh His” N XR
His™ 7\ His™ L * Es mas lenta que alcoholisis (o
n H 7 hidrdlisis...)
B % o)
o) o) 0
P L )
Asp Asp P

RXH = ROH : fast
RXH = RNH, : slow



QO

Hidrolasas, resolucion

de racematos y sintesis
asimetricas

* Enzimas, naturalmente quirales

* Resolucion de mezclas (A;B) por

reactividad diferencial de la enzima
hacia las dos formas

* Energia de enantiomeros idéntica

* Resolucidn por diferentes energias
de activacion en la reaccion
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Sr, Sg: substrate enantiomers
Pr, Pg: product enantiomers

OH
Novozym 435
_—
j\ vinyl acetate /\ +
Ph Ph Ph
racemic mixture

reacted enantiomer

Ac

anlloO

unreacted enantiomer

i AAG




Selectividad, extension de |la
reaccion y exceso enantiomerico

 La enzima reacciona a diferentes velocidades
con cada enantiomero (A vs. B)

 Selectividad (E) = relacién entre velocidades
para cada enantiomero

* Exceso enantiomérico (ee) = diferencia de
fracciones de cada enantiomero

e ¢ 2 extensidon de la conversion

e Suponiendo reaccion de (pseudo) primer
orden, se puede calcular el ee para cada ¢ con
una dada E

kia k3 ks
enszEA-—-—»EP—*enz+P
2
kg’ ky ks
)

In (A4/A) _ Va/Ka -z
In (B/B,) Va/Kp

In [(1-c)(1 - ee(S))] _ Va/Ka _
In [(1 -¢)(1 +ee(S)] Va/Ksg

_AYB B4
A, + B, A+ B

¢c =1
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Conversion (%)

Que se resuelve mas

facil?

Enzimas con distintos E (3; 10; 100)

--- = eep 2 exceso enantiomérico de producto

___=ees 2 exceso enantiomérico de sustrato

Puedo resolver totalmente sustrato aun con

bajo E!

Producto solo es eficaz a altos E



oj{ Y. Datos
z i
N experimentales

Pig liver esterase para

0 20 40 580 80 100 resolver un threo ester
7 CONVERSION

L IR
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Regioselectividad... ingenio

* Castanospermina
* Derivados acilados especificos

e Subtilisina
* Lipasa HO  OH HO | OCOR
HO _AG HO. _A_:
e e = 7 : ZOCOR
* Esterificacion OCOR =
o sre subtilisin HO™ C.v. lipase
e Hidrolisis
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Enzimas en

medio

organico. Plan
A liofili

jzacion
v adentro!

Enzimas liofilizadas
Agregado directo a la fase organica

Baja kcat/KM!!
* Se desnaturalizan?

Liofilizacion... malalll
* Congelado = desnaturalizante
* Deshidratacion = desnaturalizante

Pero... regreso a H20, recobran actividad = no
es irreversible!

Que hacemos?



“Activacion” de enzimas para
medios organicos

* Crioprotectores
* Azucares = reemplazan H20 en la sup
* Lo mejor, trehalosa (natural en ambientes “secos”)
* Sales (KCl) > ?
* Polimeros hidrofilicos (PEG)
* Preactivacion
* Liofilizacidn en presencia de sustrato
* “Memoria”

* Otros
* Modificacién quimica
* Crosslinking
* Inmobilizacion en superficies
* Agregacion

HO
HO

OH

OH

HO

HO

OH

OH



Mas hidrofobico
el medio...
mejor

Log P = particion 1-octanol/H20

Log P<2 no sirve

Log P>4 OK

Competencia por H20
* Enzima tritiada (3H)

e Suspendida en medios,
medicion de 3H (agua
“desorbida)

* 0.4% en hexano
* 62% en metanol
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TABLE 1

LoG P VALUES OF ORGANIC SOLVENTS USED IN BIOCATALYTIC PROCESSES

Dimethyl sulfoxide
Dioxane
N,N-dimethylformamide
Methanol
Acetonitrile
Ethanol

Acetone
Tetrahydrofuran
Ethylacetate
Pyridine
Diethylether
Cyclohexanone
Cyclohexanol

-1.3
-1.1
-1.0
-0.76
-0.33
-0.24
-0.23
0.49
0.68
0.71
0.85
0.96
L5

Chloroform
Benzene
Toluene
Dibutylether
Styrene
Tetrachloromethane
Pentane
Xylene
Cyclohexane
Hexane
Heptane
Decane
Hexadecane

2.0
2.0
2.5
2.9
3.0
3.0
3.0
3.1
32
35
4.0
5.6
8.8
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Activacion por sal

Coeficiente de Jones-Dole B (JDB)

e Cambio de la viscosidad del agua con
sal

* Aumento = cosmotrdpicos
* Disminucién = caotropicos

Subtilisina Carlsberg, serie
“cosmotropicidad”

* Aumenta contenido de agua final de la
enzima liofilizada

* Aumenta correspondientemente la
actividad

Funciona con distintas enzimas'y
en distintos medios

Mejor si anion cosmotrépico y
catidon caotrépico

Mecanismo ... (?)

e Aumento en H20 unida?
e Aumento en movilidad de H20 unida?

3.00 1
Water content

2.50 4 B Kal'Km

2.00+

1.50

% Water content

1.00 1

0.50 gr-Cl~ 50

- o W~
0.00 K 0

T T T T T
-0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30
Jones-Dole B coefficient of the anion

Chaotropes Water Kosmotropes
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Modulacion por solvente: regioselectividad

3
* Lipasa P. cepacia - .
= "
. T . . . % 2 .
* Hidrdlisis de octylhydroxiquinona butirada 3 ¢ b
) ¢
* Correlacion de selectividad con log P g ¢l
g b
0 S T
2 0 2
log P
QOCCH,CH,CH,
CoHy7
OOCCH;CH,CH,
cli‘n ipase OH
+ n-BuOH
organic solvent -
OOCCH,CH,CH;, OH
Qcmn
OOCCH,CH,CH,
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Modulacion por solvente:
estereoselectividac

cyclohexane

NO,
* Nifedipine = antagonista de Ca(ll),
terapia cardiovascular ROOC coor | Pesudamonssep. "
. o ] e ’
* Una configuracion activa! N
., : rooc._ 18 cooH
e Resolucion con lipasa de Pseudomonas - )
diisopropyl ether .
* Reversion total de estereoselectividad — o
con Solve nte R solvent configuration ee [%] of hemiester
tBuC(O)OCH, cyclohexane R 88.8
tBuC(O)OCH, diisopropyl ether S >99
EtC(O)OCH, cyclohexane R 914
EtC(O)OCH, iso-propyl ether S 68.1




Optimizacion de
enantioselectividad por solvente

lpase ':St ) * Resolucion de trans-soberol
vinyl acetate,
organic solvent . o o

on o * La lipasa transesterifica solamente
(%)-trans-sobrerol (-)-(1S,5R)  (+)-(1R,5S) una fo rma !
solvent log P & E .,
tert-amyl alcohol 1.4 5.8 518 ¢ RESO' UCIOn de SUSt ratO
3-pentanone 0.80 17 212
dioxane —-1.1 22 178
acetone —0.23 20.6 142
vinyl acetate 0.31 - 89

tetrahydrofuran 0.49 7.6 69




La actividad depende de |a

1.5 4
T

“actividad del agua”

* Actividad del agua (a,)
© a,=X,*8, 0 0.5 )
e X,= fraccion molar de agua
» g, coeficiente de actividad (depende de b) 2.0
hidrofobicidad)

* NO es concentracion de agual!

1.5

T
A/mmol s kg™ Conc. H20

* Lipasa en Hexano, tolueno, tricloroetileno, diisopropileter, 10, %x

3-pentanona, acido dodecanoico-dodecanol
* Mismos datos, distinto eje x
« Optimo de actividad aw=0.5 0.0

0.0 0.4 0.8 1.2

0.5

c(H,0)/Mm -



Liquidos ionicos

Sales en estado liqudo
e Catidn y anion “bulky”

Propiedades favorables
* Baja volatilidad

* No inflamables —
- Baja toxicidad ~ o~ Nlj//\ N*—CH,
* Solubilidad de materiales organicos e inorganicos =
Las enzimas se rompen en solventes polares! F! _F
Liquidos ionicos andan bien con lipasas F~ FI)-\ F



Liquidos
iONnicos

* Transesterificacion
e 4-fenilbutil-1-en-3-ol
* Acetato de vinilo

e Extraccion de producto en
eter/hexano

e Lipasa queda en fase IL!
Reciclable

* Enantioselectividad
tuneable por el anion
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(o)

OH (@) C_)/u\ OH
R1)\R2 + /Iko/\ R R2 + R1LR2
R':PhCH,CH, 1-°8%
R2: CH=CH, >99% ee  >99% ee
J \ T Y
Et20 or
a hexane/ Et,0O Et,0 or
mixed solvent a hexane/
Et,O mixed
Novozyme 435 l solvent layer
(50 wt% vs. __| l > |IL/enz IL1
substrate) - O I 35°C ] | ayer
! |

Under reduced pressure for 15 min.
to remove organic solvent

IL: X Rate (%conv./h) E value
Bu, /\N/Me_ PFeg 9.4 >580
NN x BF, 14 >640
SbFg 0.77 >360
[C4mim][X] OTf 1.8 >450
TFA 0.25 227
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CH3;0H c|.|3o|.| CH;OH

QOC NN AN DO AN A H M
PASE LlPASE LIPAS
C AN N NN (J_,(_MNVW\/
0T AN D-
Glycerol
BIODIESEL

CH,-00C NANANAANANAN
Fatty Acid Methyl Esters (FAME)

D ro d u CC | O, n d e * En aceite el metanol no es soluble y desactiva la enzima

* C,:MIM NTf, > Medio de reaccion homogéneo. Al final de
reaccion, tres fases

* FAMEs

iquido ionico con + Glicerol

* Liquido iénico (con la enzima actival)

| p a S a * El LI se puede solidificar para extraer el resto mas facil




Como luce una enzimaen . 2o

medio NO0 acuoso I
| lWMWL
NACY 140

e Klibanov ‘90s
* Subtilisina Carlsberg

e Xtalesen H20
e Crosslink

* Intercambio con acetonitrilo o
dioxano

residue number

* Estructuralmente, casi idénticas
e Siguen teniendo agua!!

* Solvente pegado en lugares
particulares
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0.080 5

. Como afecta el tiempo

0.050 1
0.040 4

en solvente polar

0.020 1

0.010 \e\._\,_

0.000

Fluorescence Intensity
Enzyme Activity
(mmoles/min.mg)

305 355 405 455 505 0.0 1.0 2.0 3.0
Wavelength Time (Days)

Subtilisina Carlsberg PEGilada

* Medicidn transesterificacion alcohol sec-
fenetilico y butirato de vinilo

* Producto determinado por cromatografia
* Pierde actividad en el tiempo

Fluo intrinseca

* Rojo= Buffer; verde=dioxano;
azul=acetonitrilo; marron=no PEG

* W se “esconde” en el solvente polar

Fluorescence Intensity

Inhibicidn con cloruro de dansilo (sitio activo)
* Verde a negro=0 a 4 dias
* Reduccion de polaridad con el tiempo

370 420 470 520 570 620 670
Wavelength
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(a) \OO\
; 1%
: 5 .
3 /s
1o @ﬁ Micelas reversas
£ ! #
D | / . .
. 7 * Microemulsiones
1 o 7 .
% “““““ * Una fase, termodinamicamente estables
» Dispersion de la enzima en la fase organica

[Water]

e Mantiene el H20

* Surfactante, AOT
* “Trapezoida
* Forma micelas invertidas espontaneamente

 [H20]y [AOT]
e Ratio determina tamano micelas
* Concentracion, cantidad
* Wy=[H20]/[AOT]
* r=0.175 w, (nm)

III




