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Resumen

La presente investigacion evalud la performance catalitica de la lipasa B de Candida antarctica
inmovilizada en quitosano aplicada a la esterificacion de rac-ibuprofeno con alcoholes de cadena
corta, con y sin co-solvente agregado. Se evidencia que la adsorcion de CALB sobre quitosano
permite obtener un catalizador activo en la resolucion cinética de rac-ibuprofeno, resultando
actividades especificas iguales o levemente superiores a las obtenidas con el catalizador de referencia
Novozym®4345. Las mejores performances cataliticas fueron obtenidas al emplear etanol como
agente nucleofilico para ambos catalizadores. Respecto a la enantioselectividad, CALB adsorbida en
quitosano resultd poco selectiva en las condiciones estudiadas, aumentando la discriminacion de
enantiomeros en presencia de acetonitrilo, condicion en la cual el S-ibuprofeno es esterificado a
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mayor velocidad. Sin embargo, la actividad observada para este nuevo catalizador plantea la
optimizacion de variables en la resolucion cinética y su potencial aplicacion en sintesis de prodrogas
de rac-ibuprofeno.

Abstract

The present investigation evaluated the catalytic performance of the lipase B of Candida antarctica
immobilized in chitosan applied to the esterification of rac-ibuprofen with short chain alcohols, with
and without added co-solvent. It is evident that the adsorption of CALB on chitosan allows to obtain
an active catalyst in the kinetic resolution of rac-ibuprofen, resulting in specific activities equal or
slightly higher than those obtained with the reference catalyst Novozym®4345. The best catalytic
performances were obtained by using ethanol as a nucleophilic agent for both catalysts. Regarding the
enantioselectivity, CALB adsorbed on chitosan was not selective in the conditions studied, increasing
the discrimination of enantiomers in the presence of acetonitrile, a condition in which S-ibuprofen is
esterified at a higher rate. However, the activity observed for this new catalyst raises the optimization
of variables in the kinetic resolution and potential application in synthesis of rac-ibuprofen prodrugs.

Palabras Clave: biocatalisis, enantiomeros, profenos, lipasas, enzimas inmovilizadas.
Keywords: biocatalysis, enantiomers, profens, lipases, immobilized enzymes.

1. Introduccion

El ibuprofeno, acido (RS)-2-(p-isobutilfenil) propidnico, se caracteriza por su actividad anti-
inflamatoria, antipirética y analgésica. El uso farmacoldgico de este compuesto estd muy
difundido en nuestro pais y en el mundo debido a su efectividad en las dosis recomendadas
[1]. La actividad farmacologica de los derivados del 4cido 2-arilpropidnico esta directamente
relacionada con la quiralidad del compuesto. En el caso especifico del ibuprofeno, el
enantiomero S(+) es 100 veces mas activo que el R(-) [2]. 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 [3].

Actualmente la tendencia de la industria farmacéutica se orienta hacia el uso de los
enantiomeros puros ya que estos presentan algunas ventajas como reduccion de la carga
metabolica, renal o hepdatica, menores interacciones con otras drogas y probabilidad de
efectos laterales. Por lo dicho, la obtencidon del isomero farmacologicamente activo es un

aspecto de creciente interés en las areas de desarrollo y manufactura de medicamentos.

Investigaciones reportadas por nuestro grupo de investigacion evidencian que la lipasa
comercial Novozym®435 (lipasa B de Candida antarctica (CALB) adsorbida sobre
polimetilmetacrilato) cataliza selectivamente la esterificacion del R(-)-ibuprofeno
favoreciendo la concentracion del enantiomero deseado, S(+)-ibuprofeno, no-esterificado
[4,5]. Més aun, se ha demostrado que es posible la esterificacion del farmaco con etanol en un
medio libre de co-solvente (convencionalmente se utilizan isooctano, heptano y hexano como
co-solventes) alcanzdndose 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 [6-8]. Frente al hallazgo de los efectos del etanol
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sobre Novozym®435, se decidid abordar distintas estrategias como el reemplazo del etanol
por otro alcohol de cadena corta (1-propanol o 2-propanol), y disminuir el volumen de etanol
incorporando un co-solvente al sistema. Sin embargo, el biocatalizador comercial mostrd su
mejor performance en cuanto al avance de reaccidon y resolucion enantiomérica al emplear
etanol como sustrato y solvente [9-11]. En este contexto, la sintesis de nuevos materiales
biocataliticos resistentes a los alcoholes se plantea como una alternativa que permitiria

reemplazar el biocatalizador comercial importado por uno nacional.

Es bien conocido que cualquier material que se considere para su uso como soporte de
enzimas debe contar con ciertas caracteristicas tales como: alta afinidad por proteinas, grupos
funcionales disponibles para interactuar con las enzimas o para su modificacion quimica,
estabilidad mecanica y rigidez, factibilidad de ser regenerado, y al menos en principio, tener
alta area superficial. En funcién de su aplicacion podria requerirse que el material no resulte
toxico (biocompatible) y biodegradable. Asimismo, el material deberia ser de bajo costo para
que su aplicacion resulte econdmicamente atractiva [12,13]. En nuestro caso particular, se
busca un soporte insoluble en alcoholes de cadena corta ya que como se discutio

anteriormente, se busca mejorar la estabilidad quimica de Novozym®435.

El quitosano es un amino polisacarido (1-4)-2-amino-2-deoxi-B-Dglucano obtenido por D-
acetilacion alcalina de la quitina (1-4)-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucano, polisacarido duro,
inelastico y nitrogenado que se encuentra en las paredes de algunos hongos y en el
exoesqueleto de artrépodos tales como insectos, escarabajos y crustaceos. Se reportan
multiples aplicaciones de quitosano con diferentes propdsitos en la industria farmacéutica,
medica, alimentaria, de sintesis organica y biologica [14, 15]. Este soporte proporciona
ventajas como su versatilidad y disponibilidad en diferentes formas (hojuelas, lechos porosos,
geles, fibras y membranas), baja biodegradabilidad, bajo costo, facil manejo, alta afinidad con
proteinas y no toxicidad [16], ademas presenta propiedades fisicas, quimicas y biologicas
muy particulares debido a sus iones cationicos. Esta condicion singular permite aplicarla en

un extenso abanico de aplicaciones [16, 17].

En este contexto, la presente investigacion evalua la performance de un nuevo biocatalizador,
basado en la lipasa B de Candida antarctica adsorbida en quitosano (C/Q) en una reaccion de
interés industrial como la resolucién cinética de rac-ibuprofeno. Se estudié la esterificacion
de rac-ibuprofeno con alcoholes de cadena corta (etanol, 1-propanol y 2-propanol) sin co-
solvente agregado. Adicionalmente se investigd el efecto del agregado de un co-solvente

organico hidrofobico (isooctano) e hidrofilico (acetonitrilo).
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2. Materiales y Métodos
2.1. Materiales

La lipasa B de Candida antarctica de grado técnico (CALB L, batch LCN02102 y
LCNO02103) y el biocatalizador comercial Novozym® 435 (batch LC200217) fueron
obtenidos como regalo de Novozymes Brasil (Parana, Brazil). La lipasa B Candida antarctica
pura (35,500 g/mol) fue comprada a Sigma Aldrich Argentina (10,9 U/mg). El nuevo
catalizador C/Q (CALB adsorbida en Quitosano) fue provisto por la Dra. Maria Lujan
Ferreira (PLAPIQUI, Bahia Blanca, Argentina) en el marco de un proyecto de colaboracion
cientifica, detalles de sintesis del catalizador fueron reportados [17]. Quitosano (Q) polvo de
cascaras de crusticeos (Primex Ingredients ASA Noruega batch TM 369) posee 3-5 m?g’! de
area superficial; 70 000-80 000 g/mol y grado de desacetilacion de 85,2 %. Etanol absoluto
(Carlo Erba 99,8%). 1-propanol (Sigma Aldrich > 99,5 %). 2-propanol (J.T. Baker > 99,93%)).
rac-ibuprofeno (Parafarm, 99,23%). Isooctano (99,5% Carlo Erba). Acetonitrilo (Carlo Erba
99, 9%). Hidroxido de potasio en etanol 1M (Riedel-de Haen).

2.2. Cuantificacion de lipasa inmovilizada mediante espectroscopia de emision atomica de

plasma acoplado por induccion de alta resolucion (ICP-AES)

La concentracion de proteina en el biocatalizador se determind midiendo el contenido de
azufre a través de ICP-AES de alta resolucion (Shimadzu ICPE 9000) en combinacién con el
método Bradford modificado [18]. La cantidad de lipasa se calculd considerando que una
molécula de CALB (peso molecular igual a 33 kDa) posee diez aminoacidos con azufre en la

estructura [19].

Los biocatalizadores fueron digeridos con agua regia en caliente. Posteriormente, se
cuantifico azufre por ICP-AES en el liquido resultante, siendo la unica fuente de azufre la

proteina.

2.3. Reacciones de esterificacion
2.3.1 Esterificacion de rac-ibuprofeno con alcoholes de cadena corta, sin co-solvente.

Se investigd la esterificacion de rac-ibuprofeno con alcoholes de cadena corta: etanol, 1-
propanol y 2-propanol. La esterificacion de 0,5000 g (2,42 mmol) de rac-ibuprofeno se
realizd en viales herméticamente cerrados empleando alcohol como reactivo y solvente (1
mL) en relacion molar alcohol : profeno de 7,08. El contenido de agua inicial fue 4,76 % v/v.
La esterificacion se llevd a cabo a 45 °C y agitacion constante (200 rpm) en un bafio de agua

(Julabo SW22, Alemania). Las reacciones se iniciaron con el agregado del biocatalizador
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correspondiente (Novozym® 435, C/Q), el cual se empled en relacion 160 mg de catalizador
por cada mL de alcohol. Las condiciones de reaccion corresponden a las previamente
halladas como 6ptimas para Novozym® 435 al emplear etanol como agente nucleéfilo y

disolvente [5].

Ademas, se realizaron los blancos de reaccion para determinar el grado de avance y la
enantioselectividad de la reaccién no catalizada. En estos ensayos se utiliz6 una relacion

molar de alcohol: acido igual a 7,08: 1 en ausencia de biocatalizador.

2.3.2. Esterificacion de ibuprofeno con etanol en presencia de co-solvente.

La evaluacion de diferentes co-solventes organicos consistié en llevar a cabo la esterificacion
disminuyendo el volumen de etanol y por lo tanto variando la relacion molar entre reactivos
(ibuprofeno y etanol). En todos los casos, se hicieron reaccionar 0,5000 g (2,42 mmol) de rac-
ibuprofeno con un volumen definido de etanol absoluto en presencia de un disolvente
organico (acetonitrilo, isooctano). Los volumenes empleados de co-solvente corresponden a
los volimenes minimos necesarios para disolver 0,5 g de ibuprofeno, requiriéndose 20,00 mL
de isooctano y 2,00 mL de acetonitrilo respectivamente. Se afiadié agua destilada en un 4,76
% v/v solo en aquellos sistemas de reaccion en los que el disolvente era miscible en agua. Las
reacciones fueron iniciadas por adicioén del biocatalizador, el cual se utilizdé en una relacion
correspondiente a 160 mg por mL de alcohol. Los volimenes de etanol absoluto (0,14-0,20-
0,35-0,60-0,80 y 1,00 mL) correspondieron a las siguientes proporciones molares de alcohol:

acido: 1:1; 1,42: 1;2,47: 1; 4,25: 1; 5,70: 1 y 7,08 : 1, respectivamente.

2.4. Analisis de las muestras

La conversion (X%) y el exceso enantiomérico de sustrato (eeS%) se determinaron luego de
48 horas de reaccion, tiempo previamente determinado como 6ptimo para el biocatalizador
comercial de referencia [5]. El andlisis de ambos enantidmeros se realizd por cromatografia
liquida de alta resolucién en una columna quiral Nucleodex beta-PM (Macherey-Nagel,
Alemania) con detector UV a 230 nm. La fase movil (metanol: 0,1% TEAA pH 4,0 60:40
v/v) opero6 a 0,700 mL/min.

El exceso enantiomérico referido al S-ibuprofeno remanente se calculdo de acuerdo a la
ecuacion (1), donde [S] y [R] representan las concentraciones de los enantidomeros Sy R

respectivamente.

o _ISI=[RI (1)
eeS % —m 100
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La conversion de profeno también se verifico por titulacion de la mezcla de reaccion final
con una solucién basica de KOH en etanol de concentraciéon conocida [5]. La actividad
especifica se calculdo como la cantidad de profeno convertido a etiléster (umol) por cantidad

de enzima (mg) y tiempo (hora).

3. Resultados
3.1. Efecto de la naturaleza del alcohol

La Figura 1 muestra los valores de conversion, actividad especifica (1 A) y exceso
enantiomérico hacia el enantiomero S (+) (I B) obtenidos en la esterificacion de rac-
ibuprofeno con diferentes alcoholes de cadena corta, sin co-solvente agregado. Los resultados
muestran claramente que el alcohol secundario posee un impacto negativo en el rendimiento
y selectividad biocatalitica, muy probablemente debido a impedimento estérico del alcohol en

el sitio activo como se demostrd previamente para la esterificacion con ketoprofeno [9].

3.2. Efecto de la relacion molar de sustratos en solventes organicos de polaridad opuesta:

isooctano y acetonitrilo

La Figura 2 muestra los valores de actividad especifica (Figura 2 A) y exceso enantiomérico
hacia la especie S (+)-ibuprofeno (Figura 2 B) obtenidos en la esterificacion de rac-
ibuprofeno con etanol catalizada por C/Q. En estos ensayos se emplea un co-solvente
organico, especificamente se evalu6 el efecto de isooctano (solvente organico hidréfobo) y
acetonitrilo (disolvente organico hidroéfilo). Se usaron diversas relaciones molares, variando

el volumen de etanol afiadido al sistema como se describe en la seccion experimental.
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Figura 1 A. Efecto de la naturaleza del alcohol sobre la conversion y actividad especifica de C/Q en la
esterificacion de rac-ibuprofeno. Relacion molar alcohol: rac ibuprofeno 7,08:1. Los simbolos negros
corresponden a Novozym®435 y los rojos a C/Q. Conversion (cuadrados llenos) y actividad especifica

eeS(+) %
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Figura 1 B. Efecto de la naturaleza del alcohol sobre la enantioselectividad de C/Q en la esterificacion de
rac-ibuprofeno. Relacion molar alcohol: rac ibuprofeno 7,08:1. Los simbolos negros corresponden a
Novozym® 435 y los rojos a C/Q.
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Figura 2 A. Efecto de la relacion molar alcohol/acido en la actividad especifica de C/Q. aplicado a la
esterificacion de rac-ibuprofeno con etanol en presencia de co-solvente. Se muestran adicionalmente los
valores de actividad especifica obtenidos con etanol sin co-solvente agregado en iguales condiciones de

reaccion. Rojo: isooctano, negro: acetonitrilo y azul: sin co-solvente.
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Figura 2 B. Efecto de la relacion molar alcohol/acido sobre la enantioselectividad de C/Q aplicado a la
esterificacion de rac-ibuprofeno con etanol en presencia de co-solvente (isooctano y acetonitrilo). Se
muestran comparativamente los valores de ee S (+) % obtenidos con etanol como reactivo y solvente. Rojo:
isooctano, negro: acetonitrilo y azul: sin co-solvente.
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Figura 3. Efecto del co-solvente en la performance biocatalitica de C/Q y Novozym®435. Actividad
especifica (cuadrados vacios) y exceso enantiomérico eeS% (circulos llenos) obtenidos en la esterificacion
de rac-ibuprofeno con etanol en presencia y ausencia de co-solvente. Catalizadores: C/Q (simbolos rojos) y

Novozym®435 (simbolos negros). Condiciones de reaccion: relaciéon molar etanol:rac-ibuprofeno 7,08:1, 48
hs, 45 °C, 200 rpm, 160 mg catalizador por mL etanol.

4. Discusion

El efecto de la naturaleza del alcohol en las resoluciones enzimadticas de profenos ha sido
ampliamente reportado en la literatura [20-26]. En este sentido, resulta una tendencia
generalizada la obtencion de mayores conversiones y actividades especificas al emplear
alcoholes primarios en esterificaciones catalizadas por lipasas, resultando bajas actividades al
emplear alcoholes secundarios y nulas cuando se emplean alcoholes o polioles terciarios. Es
bien sabido que la formacion del complejo acil-enzima es el paso clave en este tipo de
reacciones; por lo tanto, la conversion del profeno depende de la accesibilidad del acil-

aceptor (el alcohol en este caso) al complejo.

El comportamiento observado en la esterificacion de rac-ibuprofeno con alcoholes primarios
y secundarios utilizando el catalizador comercial Novozym® 435 y el catalizador propio,
C/Q, esta de acuerdo con la investigacion reportada por Arroyo et al. [23,24]. Evidenciandose
mayor actividad enzimatica al emplear alcoholes primarios (etanol y 1-propanol) respecto del
uso de un alcohol secundario (2-propanol). Adicionalmente, se observa que un aumento en la
longitud del alcohol posee efecto negativo sobre actividad y selectividad enzimatica, efecto

observado para ambos catalizadores pero mucho mas marcado para Novozym®435,
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concordando esto con reportes acerca del efecto de los alcoholes primarios lineales en la
esterificacion enzimatica de profenos. Sin embargo, pocos informes abordan el uso de etanol
[20, 22, 25-27]. El efecto sobre el progreso de la reaccion se atribuye a las diferencias en la
velocidad de difusion hacia la lipasa inmovilizada y las diferencias en la nucleofilia del

alcohol, la cual disminuye al aumentar la longitud de la cadena carbonada.

Respecto a la comparacion del catalizador propio y el comercial, es muy importante el
hallazgo de actividades especificas (actividad enzimatica) similares para ambos,
atribuyéndose las diferencias observadas en la conversion a la carga enzimatica de cada
catalizador. En este sentido, Novozym®435 posee 9,68 % p/p de lipasa inmovilizada
mientras que C/Q posee solo un 2,14 % p/p. Sin embargo el nuevo catalizador no resultd
selectivo a diferencia de Novozym®435. Estos resultados muestran que un soporte
hidrofilico puede utilizarse para inmovilizar a CALB en conformacion activa, tan activa

como un soporte hidrofobico.

La investigacion de la esterificacion de rac-ibuprofeno con etanol catalizada con C/Q usando
dos solventes de propiedades opuestas como, isooctano (log P = 4.5, constante dieléctrica € =
1.94) y acetonitrilo (log P = -0.33 y ¢ = 36,6) evidencia que independientemente de la
relacion molar de sustratos, se obtienen mayores actividades especificas al emplear
acetonitrilo respecto al uso de isooctano, como se muestra en la figura 2 A. Hemos reportado

previamente un comportamiento diferente para Novozym®435 en ensayos andlogos [10].

Para Novozym®435 se observé influencia de la naturaleza del co-solvente en condiciones
estequiométricas de sustratos o de bajo exceso de etanol, més especificamente a relaciones
molares alcohol:dcido menores a 2,47:1. En tales condiciones la presencia de isooctano
favorecio por mucho la actividad y enantioselectividad del catalizador comercial respecto del
acetonitrilo. Por el contrario a mayores relaciones molares de sustratos (de 2,47:1 a 7,08:1) la
actividad y enantioselectividad resulté independiente de la naturaleza del co-solvente, siendo
el gran exceso de etanol el determinante del comportamiento catalitico. [10]. Tales
diferencias pueden atribuirse a la naturaleza del soporte. El quitosano es de naturaleza
hidrofilica puede atraer moléculas de agua a su superficie. Un entorno acuoso para una lipasa
favorece la hidrolisis en vez de la esterificacion, causando disminucion en los valores de
conversion obtenidos. Ademas la flexibilidad de las enzimas se relaciona con la cantidad de
agua presente en su entorno reportandose una relacion inversa entre flexibilidad y
enantioselectividad. La presencia de un co-solvente hidrofilico favorece la remocion de agua

desde la superficie del soporte hacia el bulk, disminuyendo el efecto de reversibilidad y
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favoreciendo la esterificacion. El efecto en la selectividad también era esperado si bien

requiere de estudios de optimizacion.

Por otro lado, Novozym®435 posee un soporte hidrofobico (polimetilmetacrilato
entrecruzado con divinilbenceno) y los resultados obtenidos indican que la presencia de
solvente hidrofobico favorece la actividad de la CALB en este sistema, estando de acuerdo
con reportes bibliograficos sobre lipasas inmovilizadas en este tipo de soportes, que han sido
los mas estudiados. Esto se debe al conocido efecto de activacion superficial de la mayoria de
las lipasas. En este sentido, un soporte hidrofobico favorece la inmovilizacion de lipasas en
conformaciodn abierta por favorecer la apertura de la lid o en el caso particular de CALB, de

su lid incompleta (hélices mdviles cercanas al sitio activo a5 y a10) [28]

Adicionalmente, la figura 2A evidencia disminucion de la actividad especifica con el
aumento de volumen de etanol (aumento de relacion molar) en presencia de co-solvente,

tanto hidrofobico como hidrofilico.

Respecto a la enantioselectividad, la figura 2B evidencia que el catalizador C/Q no resulta
enantioselectivo en ninguna de las condiciones estudiadas. Si bien debe destacarse que el
acetonitrilo mejora la discriminacién de enantidmeros y sorprendentemente con S-
preferencia, obteniéndose valores negativos de eeS%. Estas observaciones pueden atribuirse a
la rigidez-flexibilidad de CALB en este sistema de soporte y co-solvente hidrofilicos como se

indicd anteriormente.

La figura 3 permite comparar y discutir mas facilmente las performances de los catalizadores
(propio y comercial) con y sin co-solvente agregado. Para una relacion molar etanol:Profeno
7,08:1, la cual es la menor relacion molar posible sin agregado de co-solvente (limite dado
por la solubilidad del ibuprofeno) ambos biocatalizadores resultan mas activos en ausencia de
co-solvente. Asi, el desempefio de C/Q depende de las caracteristicas fisicoquimicas de la
mezcla etanol-co-solvente, aun en presencia de un importante exceso de etanol, a diferencia
de lo observado para Novozym®435 [10]. El agregado de isooctano provocd una importante
pérdida de actividad desde 2,51 a 0,47 umol/mg enzima hora para C/Q. Por otro lado, el
catalizador comercial mostré leve disminucion de actividad y selectividad por el agregado de

co-solvente, ya sea hidrofobico o hidrofilico.

Se observa buena enantioselectividad para el catalizador de referencia Novozym®435,
obteniéndose la mejor performance tanto de actividad como enantioselectividad en el sistema
sin co-solvente agregado. Respecto al catalizador sintetizado C/Q, la actividad resultdé muy

buena y semejante al catalizador comercial, pero la enantioselectividad result6 pobre en las
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condiciones estudiadas. Se observd que la presencia de acetonitrilo mejora la selectividad

acelerando la esterificacion del S-ibuprofeno.

La presente investigacion evidencia que un soporte hidrofilico y econdémico como Quitosano
puede utilizarse para inmovilizar lipasas y generar un biocatalizador activo. En este sentido,
la actividad especifica en la esterificaciéon de rac-ibuprofeno con alcoholes primarios de
cadena corta result6 tan buena como la reportada para el renombrado Novozym®435 (soporte
hidrofébico de polimetilmetacrilato). Resultando importante la evidencia de buena actividad
de C/Q en etanol, reactivo eco-compatible y de bajo costo, existiendo pocos reportes de su

uso por atribuirle actividad deshidratante de proteinas.

En base a los resultados discutidos, que corresponden a un screening del catalizador obtenido
por nuestro grupo de trabajo, seguimos optimizando condiciones de reaccion para este
sistema catalitico, buscando principalmente una mejora de enantioselectividad. Sin embargo,
la actividad observada lo hace importante como potencial catalizador para la obtencion de

prodrogas de profenos.

5. Conclusiones

El catalizador sintetizado, C/Q, basado en CALB adsorbida en quitosano demostrd
actividades enzimaticas similares a las observadas para el catalizador comercial de referencia
Novozym®435 al aplicarse a la esterificacion de rac-ibuprofeno con alcoholes de cadena
corta. Esta investigacion demuestra que un soporte hidrofilico puede ser empleado para
obtener un catalizador activo por inmovilizacion de lipasas. Adicionalmente se evidencio el
efecto negativo de alcoholes secundarios sobre la actividad de CALB, atribuido esto a
impedimento estérico en el sitio activo y la disminucion de actividad enzimaética con un
aumento del volumen de alcohol en el sistema. Respecto a la selectividad, el nuevo

catalizador mostro baja enantioselectividad a diferencia de Novozym®435.

Resulta importante destacar que se evalua la actividad en etanol, reactivo atractivo desde un
punto de vista econdmico y eco-compatible, poco aplicado en catalisis enzimatica.
Considerando que el quitosano es atractivo desde el punto de vista de disponibilidad y bajo

costo los resultados obtenidos resultan relevantes.
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