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FASI STAZIONARIE

CHIRALI MONOLITICHE

Impiego di penicillina G acilasi
come selettore chirale

Come supporto per 'immobilizzazione del selettore chirale penicillina G acilasi
é stata impiegata la silice epossidica monolitica.
La fase stazionaria ottenuta e stata utilizzata per separazioni enantiomeriche high-throughput,
valutandone stabilitd ed efficienza cromatografica rispetto ad un’analoga colonna particellare, e
come bioreattore in un sistema cromatografico bidimensionale per o studio di reazioni enantioselettive.

a penicilina G acilasi (PGA) € un’idrolasi ampiamente utilizza-
ta a livello industriale per la produzione di acido 6-ammino
penicillamico, precursore di sintesi delle penicilline semisinteti-
che. Lampia disponibilitad commerciale, il costo limitato e
soprattutto la documentata versatilitd del suo sito catalitico nell’idro-
lisi steroselettiva di esteri ed ammidi di derivati dell’acido fenilacetico
(1. 2) ne hanno suggerito la valutazione come selettore chirale. Per lo
sviluppo della PGA-CSP ¢ stato necessario inizialmente otfimizzare la
reazione di immobilizzazone.
Sono stati adottati due metodi di immobilizzazione, in batch e in sifu,
su supporti cromatografici a base di silice particellare derivatizzati con
funzioni propilamminiche ed epossidiche (3). 1 migliori risultati in fermini
di resa di immobilizzozione e di selettivitd nei confronti di una miscela
racemica test, sono stati ottenuti con I'immobilizzazione in situ su grup-
pi epossidici, pertanto questa fase stazionaria € stata sottoposta a
studi di caratterizzazione. Gli studi condotti, oltre a definire il campo di
applicabilitd della fase stazionaria sviluppata, hanno consentito di
chiarire il meccanismo di ricognizione chirale, il coinvolgimento del sito
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attivo nella discriminazione enantiomerica e la natura delle inferazio-
ni che si instaurano tra analita ed enzima. Mediante studi di spiczza-
mento & stato possibile dimostrare che il sito affivo dell’enzima é diret-
tamente coinvolto nella ritenzione di entrambi gli enantiomeri, e che il
contributo specifico alla ritenzione € piu significativo per il secondo
enantiomero eluito. Valutando il comportamento cromatografico di
una serie di miscele racemiche di acidi 2-arilossipropionici di interesse
farmaceutico e di acidi 2-arilossialcanoici strutturalmente correlati &
stato possibile definire le relazioni struttura-ritenzione/enantioselettivi-
1. Infine si sono variate le condizioni cromatografiche come il pH
della fase mobile, la forza ionica del tampone e la presenza di modi-
ficatore organico per chiarire la natura delle interazioni che si instau-
rano fra analita ed enzima (4). Limpiego di materiale cromatografico
particellare tradizionale come supporto per I'enzima ha portato tut-
tavia ad una parziale riduzione dell’attivitd rispetto alla forma solubi-
le e questo sia per possibili restrizioni conformazionali indotte dalla
chimica di legame sia per limitazioni legate al processo di diffusione
necessario al substrato per raggiungere il sito attivo dell’enzima.
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Poiché la diffusione & normalmente piu lenta del processo cinetico,
essa costituisce il passaggio che riduce I'attivitd dell’enzima e per-
tanto i supporti enzimatici particellari mostrano in genere attivita piu
bassa rispetto a quella dell’enzima in forma solubile. Per poter miglio-
rare le prestazioni cromatografiche della fase stazionaria chirale svi-
luppata, si & pensato di prendere in considerazione un nuovo fipo di
supporto cromatografico, la silice monalitica.

Supporti monolitici

| supporti monolitici rappresentano una nuova generazione di mate-
riali sia per I'analisi cromatografica (5-7) sia come evoluzione delle
membrane porose impiegate per I'immobilizzazione degli enzimi (8, 9).
Una fase stazionaria monolitica si presenta come una struttura unita-
ria oftenuta per polimerizzazione in situ oppure per consolidamento,
all'interno della colonna, del materiale costitutivo (silice o di natura
polimerica), oppure sotto forma di dischi. Rispetto al fradizionale mate-
riale poroso particellare, i materiali monolitici sono caratterizzati da
brevi cammini diffusivi, che garantiscono un rapido trasferimento di
massa, migliorando I'efficienza cromatografica, una maggiore area
superficiale, che aumenta la capacita di carico del supporto stesso,
ed una peculiare sfruttura porosa costituita da macro- e mesopori,
che consente di lavorare a flussi elevati con un incremento di pressio-
ne del sistema frascurabile: la compresenza di questi due fattori rende
questi supporti ideali per il connubio tra efficienza e velocitd croma-
tografiche. Da un punto di vista andlifico, il grande vantaggio intro-
dotto dalle fasi stazionarie monolitiche & proprio la possibilita di lavo-
rare a flussi elevati senza compromettere risoluzione ed efficienza cro-
matografiche, come dimostrato dalle numerose pubblicazioni in meri-
to, riducendo cosi sensibiimente i tempi di analisi. D'altro canto, se
impiegate come supporto per I'immobilizzazione di enzimi, garanti-
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Figura 2 - Confronto delle unitd di enzima immobilizzate sulle due colonne
e di quelle realmente attive (1: colonna particellare; 2: colonna monolitica)

scono una maggiore espressione dell” attivitd enzimatica, probabil-
mente grazie alla porositd del sistema e alle condizioni di flusso con-
vettivo che accelerano sia l'interazione enzima-substrato che la sot-
frazione dei prodotti spingendo le reazioni verso rese maggiori.

Scopo del lavoro

L'obiettivo di questo studio & stato valutare la possibilitd di combi-
nare 'osservata e documentata enantioselettivitd della PGA (4)
alle peculiari caratteristiche dei supporti monolitici (5-9).

Si € quindi studiato sia il riscontro cromatografico di questo connu-
bio, con I'infento di aumentare I'efficienza cromatografica della
PGA-CSP ed estenderne I'applicabilitd in analisi high-throughput,
sia I'influenza della struttura monolitica sulle proprietd cinetiche del-
I’enzima utilizzando la fase stazionaria come bioreattore per studi di
catalisi enanfioselettive.

Figura 1 - Schema della reazione di immobilizzazione adottata sulla colonna particellare e su quella monolitica
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PGA-CSPs: confronto fra supporto

particellare e monolitico

Per questo studio sono state appositamente preparate presso i labo-
ratori Merck di Darmstadt (D) colonne di silice monolitica epossidica
(50x4,6 mm |.D.) secondo la metodica descritta in (10). La PGA é stata
immobilizzata sul supporto monolitico con la stessa procedura on-line
adottata per la preparazione della corrispondente colonna particel-
lare utilizzata come confronto (Figura 1) (3, 4). Le rese di immobilizza-
zione ottenute sui due supporti hanno dimostrato la maggiore capa-
citd di carico del supporto monolitico (99 mg rispetto a 67 mg immo-
bilizzati sulla colonna particellare). Un aspetto importante per verificare
il successo di una procedura di immobilizzazione € valutare |'attivita
dell’enzima immobilizzato rispetto alla forma libera. Non essendo pos-
sibile prelevare una porzione di fase stazionaria da sottoporre ai fradi-
zionali saggi di attivitd in bafch a causa della struttura unitaria del
monolita, & stafo necessario sviluppare un metodo on-column per il
calcolo dei parametri cinetici dell’enzima immobilizzato (Vo € Kq).
dai quali & stato possibile risalire al numero di unitd di enzima real-
mente espresse nella colonna monalitica. | risultati ottenuti con il meto-
do sviluppato, descritto in dettaglio in (11), hanno indicato che tutte le
unitd di enzima immobilizzate sulla colonna monolitica risultano espres-
se (Figura 2): la riduzione dei cammini diffusivi nei supporti monolitici
consente pertanto di superare i problemi di parziale perdita di attivitd
(pari al 37% circa dell’attivitd iniziale) incontrati con la silice particella-
re, e garantisce la massima espressione dell’ attivitd enzimatica.

Separazioni chirali high-throughput

Una delle caratteristiche principali dei supporti monalitici & la possibilita
di lavorare a flussi elevati senza compromettere I efficienza cromatogro-
fica e la pressione del sistema. Per verificare che anche la PGA immobi-
lizzata sulla colonna monoalitica potesse godere delle caratteristiche idro-

dinamiche favorevoli del supporto, sono state condotte prove di sepa-
razione di un composto fest, il ketoprofene racemo, a diversi flussi opera-
fivi (fra 0,4 e 3 ml/min.). Come mostrano i cromatogrammi in Figura 3,
all’‘aumentare del flusso si riducono i fempi di ritenzione e la selettivita
rimane pressoché inalterata: in soli fre minuti di analisi, ad un flusso ope-
rativo di 3 ml/min., si ha la separazione completa degli enantiomeri.

All'aumentare del flusso la
TABELLA 1

riduzione dell’efficienza cro-
matografica risulta contenu- o -
Riduzione % dopo 50 analisi

ta, come indicano le curve

PGA- PGA-
di Van Deemter costruite per particellare  monolitica
enframbe gli enantiomeri Ky 13,69 3,43
(Figura 4), e contempora- ky 16,63 11,89

neamente i valori di pressio-
ne (circa 80 bar per un flusso
di 3 ml/min.) restano del
tutto compatibili con la sta-
bilitd dell’enzima.

Per valutare la stabilitd delle due colonne enzimatiche (PGA parti-
cellare e PGA monolitica) & stata eseguita un’analisi test delle
capacitd enantioselettive della colonna (ketoprofene racemo in
condizioni cromatografiche standard) all’inizio e dopo 50 analisi
condotte in condizioni di stress per la fase stazionaria. | risultati
(Tabella 1) hanno indicato una riduzione dei fattori di capacitd, piu
marcata per il secondo enantiomero eluito: questo risultato € stato
da noi attribuito ad una parziale denaturazione. La riduzione di k &
futtavia pit significativa per la colonna particellare rispetto alla
monolitica. Questo supporto sembra quindi garantire una maggio-
re stabilitd dell’enzima nel tempo.

Riduzione percentuale della ritenzione
dei due enantiomeri del ketoprofene
racemo 0,1 mM. Fase mobile: KH,PO, 50 mM,
pH 7,0; flusso 0,8 mi/min.
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o=2.17
3.0
a=2.16
2.0
a=2.16
1.5
1.2 a=2.16
0.8 a=2.15
0.6 a=2.13
0.4 a=2.17
T T T T 1 T o
(5 lb 20 min
Figura 3 - Cromatogrammi e selettivitd relativi alle prove di flusso
condotte sulla colonna monolitica. Campione: ketoprofene racemo 0,1 mM;
Fase mobile: KH,PO, 50 mM pH 7,0; x=225 nm
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Figura 4 - Curve di Van Deemter dei due enantiomeri del ketoprofene racemo
0,1 mM analizzato sulla colonna monolitica ai diversi flussi. Sull’ asse secondario
vengono riportati i valori di pressione corrispondente
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Figura 5 - Set-up cromatografico adottato per gli studi di catalisi enantioselettive. Condizioni cromatografiche e procedura di andalisi sono descritte in dettaglio in (11)
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Un altro aspetto che si & studiato é stata la possibilitd di aumentare la
capacita risolutiva della fase stazionaria a base di PGA, migliorandone
I'efficienza. Per questo € stata analizzata sulla colonna PGA-monalitica
una serie di composti acidii strutfuralmente correlati (Tabella 2) ed i valo-
ri ottenuti di ritenzione (K), selettivitd (), risoluzione (R) ed efficienza cro-
matografica () sono stati messi a confronto con quelli offenuti alle stes-
se condizioni cromatografiche (fase mobile: KH,PO, 50 mM, pH 7,0; flus-
so 0,8 ml/min.) sulla corrispondente colonna di silice particellare (4, 10).
In Tabella 3 sono riportati gli andamenti dei parametri cromatografici
considerati. La colonna monolitica presenta valori di risoluzione inferiori
rispetto alla particellare, contrariomente a quanto atteso visti i presup-
posti di efficienza cromatografica legati al supporto monolitico, peraltro
confermati dal maggior numero di piatti teorici calcolati per la colon-

TABELLA 2 na monolitica.

E proprio la riduzione di a a dimi-
: ><COOH

nuire la risoluzione, a causa di un
anomalo andamento dei faffori
diritenzione dei due enantiomeri:
mentre il primo enantiomero elui-
Cl; Br; F; CH,; C4HsCO; fo risulta sensibilmente pit tratte-
C¢Hs0; C4HCH, nuto sulla colonna monoalitica, il

B O; S; CH, secondo enantiomero ha un an-
R CHg C,Hs CgHs damento opposto. Per poter
R"  H; CHs comprendere questo fenomeno

€ necessario precisare che |l
meccanismo di ricognizione chi-

Struttura generale e sostituenti
dei composti analizzati

Monolithic Chiral Stationary Phases.
Use of Penicillin G Acylase as Chiral Selector

rale della PGA non € uguale per i due enantiomeri, come precedente-
mente dimostrato durante la caratterizzazione della fase stazionaria (4).
In particolare, mentre la ritenzione del primo enantiomero eluito &
governata prevalentemente da interazioni di fipo aspecifico (a livello
dell'intera superficie della proteina), per il secondo enantiomero gioca-
no un ruolo predominante le interazioni specifiche (a livello del sito atti-
vo). In teoria, la presenza di una maggiore quantitd di enzima dovrebbe
favorire in ugual misura le interazioni specifiche e quelle aspecifiche. In
realtd I'elevata quantitd di enzima favorisce la seconda in modo piu
significativo rispetto alla prima. E ragionevole pensare che I'aumento di
densitd dell’enzima nella colonna provochi una sorta di ingomioro e ridu-
ca in gqualche modo I'accessibilitd del sito attivo, e questo si rifiette mag-
giormente sulla ritenzione del secondo enantiomero.

TABELLA 3

suU supporti monolitici quanti- Colonna PGA-monolitica
td di enzma decisamente vs PGA-particellare
piU elevate rispetto ai sup- Kk, >>

porti particellari tradizionali e K
le basse pressioni offerte & a
sembrata sfruttabile nell’otti- R
ca di impiegare queste N,
colonne come bioreattori in N,
sistemi cromatografici bidi-
mensionali, per condurre
reazioni di idrolisi enantiose-

Bioreattore
La possibilitd di immobilizzare

VIANIANTA

Confronto dei parametri romatografici ottenufi
dall’analisi dei composti (Tabella. 2) analizzati
sulle due colonne

Epoxy monolithic silica has been used as immobilization support for the chiral selector penicillin G acylase. The developed stationary phase
was employed for high-throughput enantioseparations and as bioreactor in a bidimensional chromatographic system for enantioselective
catalysis studies. Stability and efficiency were evaluated in comparison to the corresponding microparticulate column.
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TABELLA 4

B><COOCH3
/©/ " A
A

A B R C%online CV% ee off line E

Cl (@) CHs 50,6 2,97 81,08% (S) 23
Cl O C2Hs 54 046  39,04% (S) 2,3
Cl O CdHs 47,9 2,75 99,9% (S) >200
Cl S CHs 19,7 4,8 4,30% (S) 1,1
Cl NH CHs 6,7 22 66,37% (S) 53
Cl CHz CHs 10,5 0,64  38,20% (S) 23
Br O CHs 46,7 0,73 82,90% (S) 23
F O CHs 28,2 0,42 17,10% (S) 1,5
CHs @) CHs 22,7 025  8530%(S) 15

C% =resa diidrolisi  ee = eccesso enantiomerico  E = enantioselettivita
Struttura chimica delle 9 miscele racemiche di esteri metilici sottoposti

ad idrolisi on-line e risultati ottenuti

lettive, separarne e quantificarne on-line i prodofti. Il bioreattore
monolitico & stato quindi inserito in un sistemna cromatografico con-
nesso con una switching valve ad un secondo cromatografo dotfato
di una colonna analitica a fase inversa sulla quale i prodotti di reczio-
ne sono stati frasferiti, opportunamente separati e quantificati ed infi-
ne raccolti per la determinazione off-line dell’eccesso enantiomerico.
In Figura 5 € schematizzato il set-up cromatografico adottato. Le con-
dizioni cromatografiche e la procedura di analisi sono descritte det-
tagliatamente in (11).

| risultati sperimentali oftenuti con il sistemna di idrolisi on-line di nove
miscele racemiche di esteri metilici strutturaimente correlati (Tabella 4),
hanno consentito di studiare gli effetti dei vari sostituenti sull’enantiose-
lettivitd espressa dalla PGA nella loro idrolisi e di avanzare ipotesi circa
i requisiti strutturali necessari per garantire enantioselettivitd. La presen-
za di un sostituente metilico al centro chirale garantisce elevate rese di
idrolisi & marcata enantioselettivitd, mentre I'allungamento della cate-
na porta ad una drastica riduzione di enframbe i parametri. Un anello
aromatico nella stessa posizione consente di oftenere enantiospecifi-
cita di idrolisi. Per quanto riguarda I'eteroatomo in o al centro chirale,

Piccola tasca lipofila

= Stabilisce le dimensioni
del sostituente R

Figura 6 - Struftura ipotizzata per il sito aftivo della PGA

la sostituzione isosterica dell’ ossigeno sfavorisce I’ affinitd sia idrolitica sia
enantioselettiva per il sito catalitico; I'aumento di lipofilia del sostituen-
te all’anello aromatico favorisce la resa diidrolisi e garantisce una mar-
cata enantioselettivitd. Linterazione dei composti analizzati con il sito
attivo della PGA é stata inoltre simulata mediante studi di docking e
molecular modeling che hanno supportato i datfi sperimentali ottenuti
confermando la validitd del sistemna cromatografico proposto (11).

Conclusioni

La valutazione del supporto monolitico come alternativa alla silice
particellare ha consentito di migliorare ed estendere I'applicabilita
della PGA-CSP: la nuova fase stazionaria chirale mostra una maggio-
re stabilitd ed un’aumentata efficienza cromatografica. La possibilitd
di lavorare a flussi elevati, consente di ottenere risoluzioni enantiome-
riche rapide visto che I'efficienza cromatografica ma soprattutto la
seleffivitd non sono particolarmente influenzate dall’aumento del
flusso, inolfre la pressione del sistema risulta compatibile con le con-
dizioni necessarie alla stabilitd dell’enzima.

Il sistema cromatografico bidimensionale proposto ha consentito di
automatizzare i processi di idrolisi e di separazione dei prodotti di rea-
zione, con il vantaggio della riproducibilitd e della precisione offerte
dal sistema cromatografico.

| risultati oftenuti negli studi condotti hanno inoltre contribuito ad
ampliare le conoscenze sulla struttura del sito attivo della PGA, dati
estremamente utili nella predizione dell’ offinitd del sito attivo nei con-
fronti di nuove molecole di potenziale interesse. Il sito affivo della PGA
€ diretftamente coinvolto nel meccanismo di ricognizione chirale, ed &
costituito (Figura 6) da una tasca principale, lipofila, dove si inseriscono
comyposti a struttura riconducibile a quella fenilacetica, presentanti pic-
coli sostituenti a carattere eleftronattrattore. Esiste una piccola tasca
adiacente a quella principale lipofila, che stabilisce le dimensioni del
sostituente al centro chirale, I'inferazione con la quale & essenziale per
la selettivitd, E possibile ipotizzare inoltre I'esistenza di secondo sito lipo-
filo, con il quale interagiscono in modo aspecifico (formando inferazio-
ni di tipo n-x) i composti dotati di due anelli aromatici che proprio a
causa dell'ingombro sterico male si adattano al sito attivo principale.
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