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Resumen

Los peracidos carboxilicos son oxidantes organicos de relevancia para la industria cosmética,
alimenticia y agroquimica. Tradicionalmente se emplean como intermediarios en un proceso conocido
como epoxidacién de Prileschajew Este sistema constituye un sistema bifasico liquido-liquido, con
una fase organica que contiene los substratos de la epoxidacion y una acuosa que contiene al sustrato
polar de la peracidacion, el peroxido de hidrégeno. El estudio de catalizadores selectivos y
ambientalmente amigables asi como de solventes convenientes para esta reaccion resulta un tema de
interés. En este estudio se utilizaron cuatro solventes organicos, éter diisopropilico, tolueno, hexano y
heptano, para evaluar su influencia sobre la capacidad catalitica de la enzima Lipasa B de Candida
antarctica (CALB) inmovilizada en particulas acrilicas en la sintesis de &cido peroctanico y
perlaurico. A través de ensayos cinéticos, se determind que CALB posee el mayor rendimiento en
tolueno. Se descartaron posibles limitaciones difusionales en la particula catalitica como causa
relevante en la diferencia de rendimientos entre solventes. Por medio de simulaciones moleculares
realizadas con el software NAMD se analiz6 la influencia que provocan los solventes en las
inmediaciones del sitio activo de la enzima, destacando los factores que podrian explicar la diferencia
de velocidades de sintesis entre solventes.

Abstract

Carboxylic peracids are organic oxidants of relevance for the cosmetic, food and agrochemical
industries. They are traditionally used as intermediates in a process known as Prileschajew
epoxidation. This system constitutes a liquid-liquid two-phase system, with an organic phase that
contains the epoxidation substrates and an aqueous phase that contains the polar substrate of the
peracidation, hydrogen peroxide. The study of selective and environmentally friendly catalysts, as well
as suitable solvents for this reaction, results from a topic of interest. In this study, four organic
solvents, diisopropyl ether, toluene, hexane and heptane, were used to evaluate their influence on the
catalytic capacity of the Candida antarctica Lipase B (CALB) enzyme immobilized in acrylic
particles in the synthesis of peroctanoic and perlauric acid. Through Kinetic tests, it was determined
that CALB has the highest yield on toluene. Possible diffusional limitations in the catalytic particle
were ruled out as a relevant cause in the difference in yields between solvents. Employing molecular
simulations carried out with the NAMD software, the influence caused by solvents in the vicinity of
the active site of the enzyme was analyzed, highlighting the factors that could explain the difference in
synthesis speeds between solvents.
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Los peracidos son oxidantes organicos de gran importancia en la
industria cosmética, alimenticia y petroquimica. Por otro lado, se
emplean como intermediarios en la reaccion de Baeyer-Villiger y la
epoxidacion de Prileschajew, entre otras. La sintesis de peracidos se
realiza a partir de un acido carboxilico y peréxido de hidrogeno,
dando como productos agua y el peracido correspondiente, segun:

R—-CO,H + H,0, & R—CO3H + H,0

En la reaccion de Prileschajew, el peracido formado reacciona
con un sustrato insaturado para dar como producto un epéxido.
Tradicionalmente, el catalizador utilizado en la sintesis de peracidos

Figura 1: Estructura cristalina es eI_ écidqlsulfurico, gl cual_es un compuqsto abrasivo, de dificil
CALB. Naranja: serina 105, violeta: Manipulacion a escala industrial y que ademas promueve la apertura
histidina 224, verde: aspartato 187.  del enlace epoxido [1]. Por lo tanto, el estudio de catalizadores

ambientalmente amigables y selectivos como las enzimas resulta un
topico de interés. Particularmente, las lipasas inmovilizadas en soportes sélidos, al ser catalizadores
heterogéneos, suponen una ventaja dada su facil separacién del producto final, permitiendo ademas
reutilizarse en sucesivos lotes. La reaccion de epoxidacion con generacion de peracido in situ
catalizada por lipasas fue propuesta por Bjorkling [2]. Una de las lipasas mas empleadas es la Lipasa B
de Candida antarctica (CALB) (Figura 1). Estos sistemas se encuentran conformados por dos fases
liquidas: Una orgénica, que contiene los sustratos de la epoxidacion, y otra de naturaleza acuosa, que
contiene el sustrato polar de la peracidacion, el peréxido de hidrégeno. El solvente organico mas
ampliamente empleado en la sintesis con CALB es tolueno [3]. El tolueno es una sustancia nociva
para la salud de personas y animales, ademéas de poseer un punto de ebullicién de 110 °C, que lo hace
costoso de separar de los productos finales. El objetivo de este trabajo es la evaluacion de solventes
menos nocivos para la salud y de menor punto de ebullicién en reemplazo de tolueno. Por lo que en
este trabajo se utilizaron cuatro solventes, éter diisopropilico, tolueno, hexano y heptano para analizar
la influencia de los mismos en la sintesis enzimatica de acido per octandico y per laurico.

Experimental

Materiales

Se utilizé la enzima Lipasa B de Candida antarctica inmovilizada en particulas de poliacricilico
(tamafio medio de particula de 350 um) IMMCALB-T1-350 de ChiralVision (Den Hoorn, The
Netherlands). Los solventes empleados fueron tolueno (pro analisis A.C.S) de Sintorgan (Villa
Martelli, Buenos Aires, Argentina) y heptano normal 0,01% H2O, éter diisopropilico p.a. y hexano
normal de Cicarelli (Santa Fe, Argentina). Los reactivos utilizados fueron peréxido de hidrégeno 25%
p/p grado analitico (Taurus, Argentina), acido octandico para sintesis (Tetrahedron, India) y acido
laurico (Serquim, Argentina). Por Gltimo, para las técnicas analiticas, se utilizé ioduro de potasio,
amonio y cerio (IV) sulfato, tiosulfato de sodio, acido sulfurico 95-98% e hidréoxido de potasio grado
analitico.

Ensayos de sintesis

Para estudiar la influencia del solvente en la velocidad de sintesis de &cido peroctandico y
perlaurico se realizaron ocho experiencias utilizando éter diisopropilico, tolueno, hexano y heptano.
En cada ensayo se colocaron 0,01 moles de &cido octandico o laurico, 1,636 ml de solucion de
peroxido de hidrégeno 25% p/p, 0,5 g de catalizador y la cantidad correspondiente de solvente para
alcanzar los 54 ml de volumen de reaccion total. Ademads, se realiz6 un ensayo blanco sin catalizador,
utilizando tolueno como solvente y acido laurico. Se utiliz6 un controlador de temperatura y un bafio
térmico para mantener los sistemas a 30 + 1 °C constantes. Los sistemas se mantuvieron a 600 rpm
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con un agitador tipo hélice de 2,5 cm de didmetro inmerso en un baldn de vidrio de 3 bocas de 4,6 cm
de didmetro interno. Se interpolaron las tres primeras mediciones de produccion de peréacido vs tiempo
utilizando un polinomio de orden 2. Este polinomio se derivé y se evalud en tiempo cero para obtener
el valor de la velocidad inicial de cada experiencia.

Técnicas analiticas

En los ensayos de sintesis, al tomar la muestra, se detuvo la agitacion mecéanica durante 30
segundos para permitir la correcta separacion de fases. Luego se muestrearon 0,5 ml de la fase
superior (oleosa). Se determiné la concentracion de perécido formado por iodometria y cerimetria. [4]

Estimacion de retardo difusional

Se evalu6 la difusion molecular de los reactivos acido laurico, acido octanoico y perdxido de
hidrégeno en los solventes empleados (difusividad binaria Dag) segun la correlacién propuesta por
Siddigi — Lucas [5]. Las propiedades fisicas de los compuestos fueron obtenidas de la base de datos
DIPPR 2003. Para el calculo de posible resistencia pelicular se estimaron los coeficientes de
transferencia de masa (k_[m/s]) con la correlacion para tanques sin deflectores de Jha - Raja Rao [6].
Para el calculo del retardo difusional externo se utilizo el criterio de Mears (1974) [7] expresado en la
ecuacion 1. Para el calculo del retardo difusional intraparticula, se utilizé el criterio de Weisz-Prater
(1954) [8] expresado en la ecuacion 2 para una particula esférica:

' 2 (B)
—T n
@ %= < 0,15 (Ec.1) o= —3/

k, C D, C
Donde —r, [M/min] es la velocidad inicial observada, R [m] es el radio de la particula, n es el
orden de reaccion, C [M] es la concentracién molar global del reactivo y D, [m?/min] es la difusividad
efectiva. Dada la dificultad de estimar la difusividad efectiva de liquidos en particulas sélidas porosas,
se asume que estas caen a un valor del 5% de las difusividades binarias [9].

M = &« 1(Ec.2)

Simulacion molecular

Se utilizo el software NAMD v2.14 para realizar las simulaciones. Para el célculo de energias de
interaccién de no enlace se empled el plugin NAMD Energy del software VMD v1.9.3. La
herramienta Packmol se utilizé para realizar la configuracion inicial de los sistemas simulados [10]. Se
utilizé la estructura cristalina PDB 1D: 1TCA [11] de la proteina CALB, obtenida del banco de datos
de proteinas. Se utilizaron los campos de fuerzas CHARMM22, CHARMM general force field,
CHARMMS36 y el modelo TIP3P [12]. Se realizaron cuatro simulaciones moleculares sobre las
condiciones iniciales de reaccion de las experiencias de sintesis de acido peroctandico. La estructura
cristalina 1TCA de la CALB contiene 286 moléculas de agua que fueron retiradas. Se definié un cubo
de 66 x 66 x 66 A, con una molécula de lipasa ocupando el centro. En el espacio restante se colocaron
las moléculas de solvente y reactivos acorde a las concentraciones empleadas en los ensayos de
sintesis. De cada solvente se instanciaron 1154 moléculas de éter diisopropilico (ETD), 1525
moléculas de tolueno (TOL), 1238 moléculas de hexano (HEX) y 1106 moléculas de heptano (HEP).
En los cuatro sistemas, se colocaron 240 moléculas de agua, 42 moléculas de perdxido de hidrégeno y
32 moléculas de acido octandico. La extension de las simulaciones fue de 1 ns, por duplicado.

Resultados y discusion

En la Figura 2 se muestran los resultados cinéticos obtenidos en términos de la produccion en el
tiempo del peréacido correspondiente. En ambos casos, el tolueno resulto ser el solvente con mayor
velocidad de reaccion, seguido por el éter diisopropilico, luego el hexano y por ultimo el heptano.
Algunos autores postulan que esta reaccion se lleva a cabo en la fase orgénica [13] migrando el
peroxido de hidrégeno por lo que solventes de mayor polaridad deberian generar una mayor
solubilidad de perdxido de hidrégeno mejorando asi la velocidad de reaccion. Siendo que la polaridad
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de los solventes es creciente en el sentido HEP < HEX < TOL < ETD, se observa que la velocidad de
reaccion no es estrictamente creciente ni decreciente con la polaridad del solvente, sino que se vuelve
maxima en tolueno. La diferencia de velocidad de reaccion entre el &cido octandico y acido laurico es

atribuida al impedimento estérico debido a la longitud de la cadena alifética [14].
6 6

B

[ORE le)

Produccion perlaurico [mmol / g]

Produccion peroctanéico [mmol / g]

Tiempo [min] Tiempo [min]

Figura 2: Resultados cinéticos. Figura A: ac. octandico. Figura B: &c. laurico. O:TOL ®:ETD V¥:HEX A:HEP.

Evaluacion de retardo difusional

La Tabla 1 muestra el valor de la velocidad de reaccién observada, el criterio de Mears y la
estimacion del modulo de Weisz-Prater para cada reactivo en cada uno de los solventes evaluados. El
criterio de Mears evaluado se encuentra por debajo del limite de 0,15, por lo que se determina que la
reaccion no se encuentra limitada por la transferencia de masa externa y que la diferencia de
velocidades de reaccion entre solventes, en principio, no podria atribuirse a esta causa. Habiendo
determinado asi que la reaccion no se ve limitada por la transferencia de masa externa, se asumio que
la concentracién en la superficie de la particula es igual a la del bulk para el calculo del modulo de
Weisz-Prater. Los valores calculados indican que las velocidades iniciales de reaccion observadas son
del orden de mil veces menores a las difusiones intraparticula estimadas. Por lo que se determina que
la diferencia de velocidades de reaccion entre los solventes no se encuentra afectada por efectos
difusionales internos ni externos.

Tabla 1: Criterio de Mears y Weisz-Prater
Sistema Laurico/H202 Sistema Octanoico/H202

Vo M acido @ 4cido M H,O, @ H,0, Vo M acido @ acido M H,O, ® H,0,
(M/min) (/) 0 0 () | (M/min) (/) 0 0 0

Solvente

ETD 8E-04 1E-04 2E-03 4E-05 6E-04 | 9E-04 1E-04 2E-03 5E-05 7E-04
TOL 1E-03 3E-04 6E-03 1E-04 9E-04 | 2E-03 5E-04 9E-03 2E-04 2E-03
HEX 2E-04 3E-05 5E-04 1E-05 2E-04 | 3E-04 4E-05 7E-04 2E-05 2E-04
HEP 1E-04 2E-05 3E-04 1E-05 1E-04 | 3E-04 4E-05 7E-04 2E-05 2E-04

Mecanismo de reaccién y resultado de simulaciones moleculares

Habiéndose determinado que no existe retardo difusional con ningln solvente, las diferencias en las
velocidades de sintesis pueden discutirse a la luz de efectos de solvente alrededor del sitio activo de la
enzima. El rol del solvente puede favorecer o perjudicar el ingreso de los sustratos a la cavidad activa.
La actividad catalitica de la CALB se debe a la accién de tres aminoacidos, la Serina 105, Histidina
224 y Aspartato 187, que se encuentran en una cavidad de 10 A de diametro aproximadamente [15].
En la Figura 3 se esquematiza el mecanismo de reaccion de peracidacion de un acido carboxilico,
donde se aprecia la accion coordinada de estos tres aminodcidos en la sintesis [16]. EI mecanismo
implica un orden estricto de entrada y salida de reactivos y productos conocido como ping pong bi-bi,
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el cual se inicia con el ingreso del acido carboxilico al sitio activo con su grupo &cido en posicion
frontal hacia la cavidad donde se encuentran los aminoécidos. La cavidad activa de la CALB se
encuentra constituida por grupos polares que, mediante interaccion electroestatica, permiten que el
acido adquiera la posicion adecuada para su ingreso [15]. Debido a la naturaleza heterogénea lig-liq
del sistema, el agua y el perdxido de hidrégeno se agrupan en cumulos esféricos de fase acuosa,
separadas del solvente. Estas estructuras de alta polaridad atraen electrostaticamente a los grupos
acidos, desorientdndolos para su correcto ingreso al sitio activo de la enzima. El computo de la energia
de interaccion electrostatica del acido octandico con los cumulos de agua y peroxido de hidrogeno
alrededor de la enzima, se presenta en la Tabla 2. No se presentan resultados para el &cido laurico, ya
que, presentan la misma tendencia que los de acido octandico.

Tabla 2: Interaccion electrostatica ac. octandico con cimulos de agua y peroxido de hidrégeno
Interaccion electrostatica octandico—  Interaccion total solvente — sitio

Solvente "~ imulos de fase acuosa [Kcal/mol] activo [Kcal/mol]
ETD 176 -160,3
TOL -237,9 -137.1
HEX -279,3 -131.6
HEP -336,4 92,17

Se observa que la interaccién electrostatica entre los grupos acidos y los cimulos polares de agua y
peréxido de hidrogeno incrementa al disminuir la polaridad del solvente. Lo que podria explicar la
diferencia entre las velocidades de
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Figura 3: Mecanismo enzimatico de peracidacion.

reaccion del tolueno con el hexano y el
heptano. Siendo mas probable que el &cido
carboxilico adquiera la orientacidn
adecuada para el ingreso al sitio activo.
Pero, no se corresponde con la velocidad
de reaccion observada para el éter
diisopropilico, que segun este analisis
debiera ser el solvente con mayor
rendimiento. Ademas, en la Tabla 2 se
muestra la energia de interaccion total
(electrostatica y Van Der Waals) de los
solventes y la cavidad del sitio activo,
calculadas a partir del dltimo 0,1 ns. La
cavidad se define como las estructuras de
la enzima que se encuentren a 13 A de la
Serina 105. Se aprecia que el éter
diisopropilico interactia con mayor
intensidad con la cavidad del sitio activo.

Esto genera un efecto inhibitorio en la actividad catalitica de la enzima, impidiendo el ingreso de los
reactivos. El efecto adverso provocado por solventes polares sobre la actividad catalitica de la CALB
ha sido reportado con anterioridad [15]. Indicando que la polaridad del solvente rompe la interaccion
puente hidrégeno entre la serina 105 y la histidina 224, por lo que una mayor energia de interaccion de
un solvente con el sitio activo lleva a una menor actividad catalitica. [17].

Conclusiones

En este trabajo se evalud la peracidacion enzimatica de &cido laurico y &cido octandico en cuatro
solventes orgénicos de diferente polaridad. Luego de descartar la existencia de retardo difusional de
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reactivos hacia el interior de la particula catalitica, se discutieron las diferencias cinéticas encontradas
a través del modelado molecular. Se determin6é que la influencia del solvente sobre la capacidad
catalitica de la lipasa CALB podria estar relacionada a la interaccion que estos tengan sobre los tres
aminoacidos del sitio activo, serina 105, histidina 224 y aspartato 187. En donde los solventes con una
alta polaridad interactian con mayor intensidad con las inmediaciones de la cavidad activa de la
lipasa, provocando un efecto inhibitorio por medio de dos mecanismos: quitando la posibilidad de
ingreso al sitio activo a los sustratos de la reaccion e interfiriendo con las interacciones puente
hidrégeno entre la serina 105 e histidina 224. Pero ademas, mediante la interpretacion del mecanismo
de reaccion y la naturaleza heterogénea lig-liq del medio de reaccion, los solventes mas apolares
promueven la formacion de cimulos polares que interactGdan con mayor intensidad con los grupos
acidos que el sitio activo de la CALB. Impidiendo asi el ingreso de los acidos carboxilicos a la cavidad
activa.
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