XIV Congreso Nacional de
Biotecnhologia y Bioingenieria

SINTESIS ENANTIOSELECTIVA CON LA ESTERASA Stcl DE Aspergillus nidulans

Maria Elena Mondragén, Carolina Pefia, Arturo Navarro, Ismael Bustos y Amelia Farrés
Universidad Nacional Auténoma de México, Fac. Quimica. Depto. Alimentos y Biotecnologia. Ciudad Universitaria,
04510, D.F. México, farres@servidor.unam.mx

Palabras clave: esterasa, inmovilizacién, enantioselectividad.

Introduccion. Las lipasas y esterasas son de interés en
sintesis organica debido a su estabilidad en solventes
organicos y a la capacidad de reconocer centros quirales,
presentando una elevada enantioselectividad. La
inmovilizacién de enzimas permite su reuso, asi como
facil recuperacion de productos. El interés en la
produccion de compuestos Opticamente puros es debido
a las caracteristicas que presenta cada enantiémero, las
cuales pueden llegar a ser muy diferentes.

El objetivo de este trabajo fue determinar la
enantioselectividad de la esterasa Stcl recombinante
inmovilizada de Aspergillus nidulans en una reaccion de
sintesis de interés industrial, optimizar la reaccién vy
compararla con una enzima comercial.

Metodologia. La esterasa Stcl recombinante se obtuvo
por expresion en P. pastoris (1). Se inmoviliz6 en un
soporte hidréfébico (Accurel MP 1000). Para evaluar el
rendimiento de la inmovilizacion, se cuantificé actividad
enzimatica (2), y proteina por el método de Bradford. Se
determind la presencia de la Stcl en extracto crudo y
sobrenadante después de la inmovilizacién (enzima no
adherida) con zimogramas en geles (SDS-PAGE) vy
nativos. La estabilidad del biocatalizador se evalud
durante 24 h después de incubar en hexano, éter
diisopropilico, t-butanol y acetona; a 25, 37 y 50°C. El 1-
feniletanol se sintetiz6 quimicamente y se corroboré por
resonancia magnética nuclear (RMN). Para la sintesis, se
disolvieron en 3 mL de hexano (secado con malla
molecular 4A a diferentes tiempos), 1-feniletanol y vinil
acetato (ambos 200mM), después se adicionaron el
biocatalizador (40mg de Stcl 6 15 mg de Novozym 435) y
la malla molecular (10%). La reaccién se llevé a 37 °C,
200 rpm y se siguié la cinética durante 120 h. Las
reacciones se evaluaron por cromatografia en capa fina
(CCF) y con cromatografia de gases (CG) con columna
quiral se determin6 el exceso enantiomérico (ee),
enantioselectividad (E) y conversion (C).

Resultados. Después de la inmovilizacion se adsorbio al
soporte el 94.11% de la proteina inicial y se observa que
el 35.31% de la proteina perdié actividad. Los geles
revelan la presencia de Stcl (35 kDa) de acuerdo a lo
reportado (1), y el zimograma indica que es la Unica
enzima con actividad de esterasa en el extracto crudo. El
biocatalizador generado presenta mayor actividad a 37°C
en hexano, por lo que la sintesis se realiz6 en estas
condiciones. Los cromatogramas (Fig.1) muestran que

ambos biocatalizadores (generado y comercial) son
selectivos para el isdmero (R). Menor cantidad de agua
en el solvente y mayor tiempo de reaccion favorecen E.
Las resoluciones con E>20 son consideradas Utiles para
sintesis (3) por lo cual el valor E es bueno, para ambas
enzimas, a las 120 h en un solvente secado por 168 h.
Los resultados se encuentran resumidos en la tabla 1.
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Fig. 1. Separacion enantiomérica. A) S-1-Fenilacetato, B) R-1-
Fenilacetato, C) R-1-Feniletanol, D) S-1-Feniletanol.

Tabla 1. Resolucion del (R, S)-1-Feniletanol en hexano.

Stcl Novozym 435

Tiempo de 4, 9% 120 | 72 96 120
reaccion (h)

%ees 58.31 >99 >99 >99 >99 >99

%ee, 1766 4421 76.84 | 40.67 61.38 87.48

E 233 11.86 38.88 | 10.70 20.44 78.00

%Cs 76.75 69.12 56.30 | 70.87 61.72 53.08

%Cp 23.24 30.87 43.69 | 29.12 38.27 46.91

Conclusiones. Se presentdé una disminucién de
actividad después de la inmovilizacion. Se obtuvo una
mayor actividad catalitica en un solvente no polar que en
uno polar que permiti6 mostrar que la enzima Stcl es
enantioselectiva para la mezcla racémica evaluada. La
enantioselectividad de la Stcl y el grado de conversion
dependen del tiempo y cantidad de agua en el medio de
reaccion.
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