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1. Resumen 

1. RESUMEN 

Los aminoácidos no naturales son materias primas muy versátiles para la síntesis de 

fármacos debido principalmente a su quiralidad. La introducción de aminoácidos no 

naturates en algunos fánnacos mejora su acción fannacológica y resistencia a la 

proteólisis. 

En este trabajo se evaluaron dos rutas biocataliticas para la preparación de la D· 

homofenilalanina (1), materia prima para la preparación de varios fánnacos 

inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA), partiendo en ambas 

estrategias del cinamaldehído comercial. Las estrategias evaluadas fueron: 

a) La resolución enzimática de la DL·N-acetil·homofenilalanina (4), explorando la 

capacidad catalítica de las aminoacilasas contenidas en los polvos acetónicos de 

riñón (PAR) de cinco especies de mamíferos: borrego, cerdo, perro, rata y res. 

Se observó que los PAR de rata y perro fueron inactivos y los de cerdo y res 

mostraron los mejores rendimientos y excesos enantioméricos de L

homofenilalanina (7) y de D·N·acetil·homofenilalanina (6), precursor de 1. 

b) La hidrólisis enzimática del DL·2·amino-4·fenilbutironitrilo (5), para producir uno 

de los enanliómeros de la homofenitalanina, empleando células íntegras de 

microorganismos con capacidad de metabolizar nitrilos. Para lograr este objetivo 

se buscaron, en muestras de suelo, microorganismos con capacidad degradante 

de nitrilos, mediante cultivos en un medio selectivo con benzonitrilo como única 

fuente de carbono y nrtrógeno. Se logró el aislamiento de un microorganismo, 

identificado como Rhodococcus pyridinivorans por comparación de la secuencia 

del gen que codifica para el RNA ribosómico 16 S, el cual demostró capacidad 

degradante de algunos nitrilos, pero resultó incapaz de utilizar como sustrato al 

DL ·2·amino-4·fenilbutironrtrilo (5). 



1. Abstract 

1. ABSTRACT 

Unnatural amino acids are versatile chiral building blocks lor drug synthesis, mainly 

because of their chirality. Their incorporation usualty improves drug activity and, 

being unnatural, they can conler resistance to proteolysis 01 the obtained drugs. 

In this study, two different biocatalytical approaches to D-homophenylalanine (1), 

were evaluated. This amino acid is a precursor for the manufacture of inhibitors of the 

angiotensin converting enzyme (ACE). 80th biosynthetic strategies start lrom 

commercial cinnamaldehyde and involve two different biocatalytical strategies: 

a) The enzymatic resolution 01 DL-N-acetyl-homophenylalanine (4), by exploring the 

catalytic activity 01 kidney aminoacylases. Kidney acetone powder (KAP) lrom five 

mammalian species: sheep, pig, dog, rat and caUle, were tested. KAP lrom rat 

and dog were inactive and those lrom pig and caUle showec the best yields and 

the highest enantiomeric excesses lor L-homophenylalanine (7) and D-N-acetyl

homophenylalanine (6), 

b) The enzyme hydrolysis 01 DL-2-amino-4-phenylbutyronitrile (5), to produce one 01 

the enantiomers of homophenylalanine, using whole cells of a nitrile-degrading 

microorganismo In order to achieve this goal, we screened far microorganisms 

able to use nitriles in several soil samples, by using a selective medium containing 

benzonitrile as the single carban and nitrogen source. A strain was ¡solated, and 

ident~ied as Rhodococcus pyridinivorans by sequencing its 16S rRNA gene. This 

strain is able to metabolize sorne nitriles, however, it can not utilize DL-2-amino-4-

phenylbutyronitrile (5) as a substrate. 

2 



2. Introducción 

2. INTRODUCCiÓN 

En la última década se ha logrado un rápido avance en el desarrollo de fármacos 

ligantes selectivos de los receptores de péptidos y que son activos por vía oral. El 

diseño de estructuras adecuadas que mantengan el balance crucial entre sus 

propiedades farmacológicas (unión al receptor) y sus propiedades farmacéuticas 

(permeabilidad de membrana y estabilidad metabólica), es el principal desafio de los 

científicos involucrados en la química medicinal. 

Algunos aminoácidos no naturales han sido reconocidos como fragmentos 

estructurales que confieren un incremento en la actividad biológica y en la resistencia 

a la proteólisis en nuevos fármacos ligantes de receptores de péptidos. Un ejemplo 

de este tipo de medicamentos 10 constituyen un importante grupo de inhibidores de la 

enzima convertidora de la angiotensina (ECA), en los cuales la incorporación de un 

fragmento de L-homofenilalanina en su estructura les confiere una gran afinidad por 

el sitio activo de la enzima y una gran estabilidad metabólica, lo que ha permitido que 

este tipo de medicamentos permanezca en uso como una valiosa herramienta en el 

tratamiento de la hipertensión .1 Asimismo, los aminoácidos no naturales han atraído 

el interés de muchos investigadores, debido a su versatilidad cuando se les emplea 

en la preparación de compuestos quirales para síntesis asimétrica?' 3 

En el presente proyecto se evaluaron dos rutas químico-enzimáticas para la 

preparación de ambos enantiómeros de la homofenilalanina (1 y 7, Figura 2.1), 

aminoácidos no naturales empleados como materia de partida para la síntesis de 

fármacos antihipertensivos del tipo de los inhibidores de la ECA, partiendo, en ambas 

estrategias, del comercial. 

1 Petrilk), E W .; Ondetti, M. A. Med. Res. Rev. 1982, 2, 1. 
2 Bommarius, A S.; Schwarm, M.; Stingt, K ; Kottenhahn, M.; Huthmacher, K ; o rauz, K Tetrahedron:Asymmetry 

1995, 6, 2851 . 
J Patchett,A. A ; Harris, E.; Tristram, E. W .; Wyvratt. M. J.; Wu, M. T .; Taub, O.; Peterson , E R.; tkeler, T. J.; ten 

Broeke, J .; Payne, l. G.; Ondeyka, O. l. ; Thorsatt, E O.; Greentee, W. J.; l Ob, N. S .; HOff, R. O.; Joahua, H., 
Ruyle, W. V.; Rothrock, J. w.; Aster, S . O.; Maycock, A. l. ; Robinson, F. M.; Hirschmann, R ; Sweet, C. S .; Utm, 
E H.; Gross. O. M.; Stone, C. A. Nature (London) 1980, 288, 280. 
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Figura 2.1. Estructuras de D-homofenilalanina (1) y L-homofenilalanlna (7) . 

Las estrategias biocatalíticas evaluadas fueron: 

1. La resolución enzimática de la DL-N-acelil-homofenilalanina (4), evaluando 

la capacidad catalítica de las aminoacilasas contenidas en los polvos 

acetónicos de riñón de diferentes especies de mamíferos para la hidrólisis 

selectiva del enantiómero L (Figura 2.2), con posterior hidrólisis química de 

la D-N-acetil-homofenilalanina (6) para producir la D-homofenilalanina (1) 

(Figura 2.3). 

C02H 
polvos acetÓflicos ~ 

de áMn de mam;¡e, ~ 0 :t
o 

4 • 
Figura 2.2. Resolución enzimática de N-acetil-ol-homofenilalanina (4) 

HCI1 N 
• 

reflujo 3 h 

6 1 

Figura 2.3. Hidrólisis Qulmica de o-N-acetil-homofenilalanina (6) 

11. La hidrólisis enzimática del DL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5), empleando 

células integras y extracto intracelular de microorganismos aislados a partir 

de muestras de suelos, con capacidad de transfonmar nnrilos. Esto 

produciría, según el tipo de enzimas presentes en el miaoorganismo, una 

4 



2. Introducción 

combinación de productos enantiopuros, provenientes ya sea de la 

hidrólisis del enantiómero L, o bien de la hidrólisis del enantiómero L y la 

hktratación del enantiómero D, resultando así una mezcla de dos 

compuestos de fácil separación a diferentes valores de pH. Por ejemplo, 

en el mejor de los casos, la bioconversión de 5 (Figura 2.4) produciría L

homofenilalanina (7) y D-homofenilalaninamida (8) la cual, por hidrólisis 

acida, produciría la D-homofenilalanina (1). 

e N microorganismo C02H 
~ degradantede ~ o NHt _---' n"H::;ri::'o"s_~ .~ 0 NH2 + 

5 7 8 

Figura 2.4. Hidrólisis enzimática de Dl-2-amino-4-fenilbutironibilo (5) , 

El precursor común de ambas rutas de síntesis fue el cinamaldehído (2), como se 

ilustra en el Figura 2.5. 

o 

~H a.b 

4 

CN 
2 

~N H ' 

5 

a= tv:;?0. APTS; b= H2• PdIC; c= KCN, (NH,nccn. d = NaOH, 130 OC; e= Ac-/J, 0-5 OC ; 
f= KOI-I; g= NacN, NH.CI. 

Figura 2.5. Slntesis quimica de los compuestos 4 y 5, precursores racémicos de los enanti6meros de 
homofenilalanina. 

5 



3. Objetivos 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo General : 

Desarrollar un proceso químico-enzimático para la preparación de la 
D-homofenifalanina (1) a partir de cinamaldehído (2). 

3.2. Objetivos particulares: 

• Desarrollar métodos eficientes para la síntesis química de DL-N-acetil
homofenilalanina (4) y de DL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5). 

• Evaluar la actividad de aminoacilasa en polvos acetónicos de riñón de 
diferentes especies de mamíferos con la DL-N-acetil-homofenilalanina 
(4). 

• Buscar actividad transformante de nitrilos en microorganismos 
provenientes de muestras de suelos y en el caso de encontrar esta 
actividad, aislar y caracterizar los microorganismos responsables de la 
biotransformación. 

• Desarrollar un proceso biocatalítico aplicado a la hidrólisis enzimática 
enantioselectiva del DL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5). 

• Evaluar la eficiencia de ambas estrategias sintéticas, para su potencial 
aplicación industrial . 

~UC~\M\\.CU S(RV\r.m~ Uf 'NfURIMC\1lft 
- ARCHIVO HISTORICO 
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4. Antecedentes 

4. ANTECEDENTES 

4.1. Antihipertensivos inhibldores de la enzima convertidora de la angiotensina 

La hipertensión, que se define como una elevadón de la presión sanguínea por 

endma de 140/90 mmHg, es uno de los factores de riesgo más significatívos en el 

desarrollo y la progresión de las enfermedades cardiovasculares. En México se han 

documentado unos quince millones de casos, siendo la enfermedad cardiovascular 

más cornún ,4 

Entre los fármacos utilizados en la terapia de la hipertensión se encuentran los 

inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA). Estos fármacos 

inhiben a la enzima peptidil dipeptidasa, la cual hidroliza la angiotensina I formando 

la angiotensina 11 e inactiva a la bradiquinina, un potente vasodilatador. Así, la 

actividad hipotensora de los inhibidores de la ECA parece ser consecuenda de una 

acción inhibidora sobre el sistema renina-angiotensina y una acción estimulante 

sobre el sistema calicreína-cinina.5 

En 1977, Cushman y Ondethí6 sintetizaron el captopril , primer inhibidor sintético de la 

ECA y activo por vía oral. Posteriormente, han aparecido una multitud de fármacos 

con capacidad de inhibir la ECA y con mayores ventajas terapéuticas, p. ej. , una vida 

media más prolongada, lo que permite utilizarlos en una sola dosis diaria. Entre 

estos fármacos destacan los llamados enalapril , lisinopri l, quinapril , benazepril , 

fosinopril , dlazapril, ramipril y spirapril.' En la Fíg. 4.1 se muestra la estructura de 

algunos de estos fármacos. La mayoría de ellos, contienen en su estructura un 

fragmento amínoéster de la L·homofenilalanína (7) . 

• Encuesta Nacional de Salud 2000. Tomo 2. Instituto Nadonal de Salud Pública. Secretaria de Salud. 2003, 7, 
105. 

!. Watthey, J. W ; Stanton L: Mahesh D.; Batiarz E.; Rnn M. J. Med. Chem. 1985, 28, 1511 . 

: ~:~, ~ . ~ ; R~:r~:~~~~;~aP ' ~41S;~ 1 ~~ ' 196, 441 . 
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4. Antecedentes 

~ .:.tOxO o ¡-COOH 
Q - ~ - Cb 

Benazeprit Enalapril 

EtO o 

~ ~ ~ N ~) 
COOH 

H, N 

crx;{:;-
Spirapril Lisinopril 

Figura 4.1. Fármacos inhitidores de la enzima convertidora de la angiotensina. 

La patente de la mayoría de estos fármacos ha vencido recientemente o está 

próxima a vencer, por lo que la investigación en esta área puede redituar beneficios 

para la industria farmacéutica en la manufactura de genéricos. 

4.2. Homofeni lalanina 

Hasta 1950 todos los aminoácidos eran producidos por extracción o por síntesis 

química y resolución de las mezdas racémicas sintéticas. Los principales métodos 

químicos para la producción industrial de aminoácidos son los procesos que 

¡nvaluaan las reacciones de Strecker o Bucherer-Bergs.8 Estos procesos tienen la 

ventaja de que emplean aldehídos como materia prima, los cuales son fádlmente 

produddos mediante el proceso oxo. En ambos casos, el aminoácido es producido 

por la hidrólisis del produdo intermediario, ya sea en condidones alcalinas, en el 

proceso Bucherer-Bergs, o ácidas para el proceso Strecker (Figura 4.2) . 

• w. Bauer, "Amino acidsH en: Kirk-QUvoer Encyclopeda of Chemical Technology, 3a. Ed , (John \'\IIley and Sons, 
New YOIk, 1991); vol. 2, pp. 376-407. 

8 
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a= Budlerer Bergs: NH .. (C03n I NaCN; b= Strecker: NH3' HCN; 
c= NaQHlH20 , 130 'C; d= H:30' , reflujo. 

4. Antecedentes 

Co,H 

Rt.r, 

Figura 4.2. Principales alternativas para la síntesis química de aminoácidos 

Cuando se forman compuestos quirales en reacciones químicas ordinarias, se 

obtiene una mezcla racémica de isómeros D y L. La resolución quimica de 

aminoácidos, a través de la formación de sales diastereoméricas, suele ser un 

proceso costoso y laborioso, además de requerir el recidaje del isómero no deseado. 

Existen alternativas biocatalíticas que ofrecen ventajas importantes desde el punto 

de vista económico y ecológico. Así, por ejemplo, un a-aminoácido puede ser 

esterificado y sometido a la acción de lipasas para obtener el L-aminoáddo y su 

correspondiente éster enantiomérico.9 De manera similar, puede realizarse una 

resoludón enzimática de N-acil-aminoácidos por la acción de aminoacilasas,1o 

Se han descrito muchos aminoácidos que no forman parte de las proteínas, pero 

aparecen como metabolitos, coroo en el caso de los antibióticos y en algunas otras 

sustandas de origen miO"obiano, además de tener aplicadones farmacológicas y 

como saborizantes. Estos aminoácidos son también versátiles precursores quirales 

en la síntesis de compuestos con actividad biológica. Tal es el caso de la 

• Uese, A ; Kragj" U.; l<Jerkets, H.; Schuze, B. Enzyme Microb. Tachnol. 2002, Xl,673. 
10 Cheoault, H.K ; Oahmer, J.; Whitesides, G.M. J. Am. Chem. Soc. 1989, 111,6345. 

9 



4. Antecedentes 

homofenilalanina, que puede ser empleada, en ambas formas enantioméricas, como 

precursor en la síntesis de antihipertensivos inhibidores de la ECA 11.l2 

Se han reportado varios procesos de síntesis química o químico-enzimática para la 

preparación de ambos enantiómeros de la homo!enilalanina. Algunos ejemplos 

representativos son los siguientes: 

a) Transaminación del ácido 4-fenil -2-oxobutanoico con ácido L-aspártico, L

glutámico o L-lisina en presencia de transaminasas, en una síntesis de varios pasos 

para generar la L-homo!enilalanina (7) a partir del hidroonannaldehido (10)'3 (Figura 

4.3). 

o O O 

~ H 
a 

~ O H 
b 

~ OCH 3 
10 l e 

C02H C02H ° ~ N ~ 
e 

~ O 
d vX°CH3 

.& O C02CHJ 
7 

a= H20 2: b= MeOHI H+ c= MeONa, oxalato de dimetilo; d= He l; e= ac. L-aspártico, amino transferasa 

Figura 4.3. Sfntesis qulmico-enzimálica de L-homofeni lalanina (7) 

b) Resoludón de ésteres de OL-homofenilalanina (12) con lipasas o aalasas.14 

(Figura 4.4). 

11 Ching-Yao Chang : Teng-Kuei Yang. Tetrahedron: Asymmetry 2003, 14, 2239. 
: ~ Boyer, S. K : PflXld, R. A ; Portmann, R E.; Sedelmeier, G. H.; Wetter, H. F. HeN. e hm. Acta 1988, 71, 337. 

(al Rozzell , J.D. U.S Pat. 4,525,454, 1985. (b) Senuma et al ., AppJ 8iochem. Biotech. 1989, 22. 141. (el Chen 
el al., U.S. Pal 6,146,859, 2000. d) l o, HH.; Hsu, S.K; Un, WD.; Chal), N.L ; Hsu, W. H. Biotechnol. Prog. 
2005, 21, 411. el Cho, B. K ; Seo, J . H.; Kang,T. W ; Kim, B.G. Biotechnol. 8íoeng. 2003, 83, 226. 

14 (al Kijima 1. J. Chem. Tech BioI.echnoI. 1994, 59, 61. (b) Houng, J-Y.; Hsieh,Ch-L U.S. Pat 5,552,317, 1996. 

10 
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Co,R 

~ NH 2 
Hpasas o 
acilasas 

Co,H 

~ NH 2 + 
7 

F~ura 4.4. Resoludón enzimática de ésteres de Dl-homofenilalanina 

e) Resolución quimica de la DL-N-acetil -homofenilalanina con (S)-feniletilamina,15 
con posterior hidrólisis (Figura 4.5). 

1) (S}-feniletilamina 

2) cristalización fraccionada 
3) HCI1 N, renujo 

4 1 
Figura 4.5. Resolución química de DL-N-acetil-homofenilalanina 

d) Bioconversión de OL-5-feniletilhidantoina (11 ) con microorganismos,16,17,18 
(Figura 4.6). 

E. co/i recombinanle 

Figura 4.6 . Slntesis biocalalítica de I:?homofenilalanina (1). 

: ~ Miyazawa, Y., Oishi, N,; Maehara, K J. Pat 63,063,646 (AppI. 86-205850), (CA 110:24304). 
Syldatk, C. el at. Biotech. Lerters, 1992, 14(2), 105. 

17 Martinez-Rodriguez, S.; Las Heras-Vazquez, F. J.; Oemente-Jimenez, J. M.; Mingorance-Cazorta, L; 
Rodriguez.vico, F. BicXechno/. Prog. 2002, 18, 1201. 

18lwasakl , G.; Kimura , R ; Numao, N.; Koodo. K Chem. Ph<nn. Bull. 1989, 37(2), 260. 
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4.3. Biotransformaciones 

Las biotransformadones, entendidas como el empleo de biocatalizadores en forma 

de enzimas aisladas, preparados enzimáticos, organelos celulares o células enteras 

de microorganismos para la transformación de compuestos orgánicos no naturales 

se han empleado desde hace más de cien años. Éstas son una valiosa herramienta 

para la producdón de compuestos orgánicos de alto valor agregado o que se 

consumen en gran volumen y por tanto juegan un papel valioso como apoyo a la 

síntesis orgánica. Se intenta su aplicación cuando algún paso dave en la síntesis 

no puede realizarse por métodos tradicionales o por razones de costo o ambientales, 

pues en muchos casos permiten preparar productos de alto valor agregado y alta 

pureza enantiomérica mediante procesos eficientes y ambientalmente limpios. Su 

estudio se ha hecho particularmente importante en las últimas dos décadas, debido a 

la creciente necesidad de compuestos orgánicos enantiopuros para las industrias 

farmacéutica, agroquimica y de alimentos. 19 Ejemplos de productos obtenidos en 

gran escala mediante biotransformadones son el ácido cítrico ,20 la acrilamida,21 el 

ácido glutámico22 y una gran variedad de aminoácidos y antibióticos?3 Además, las 

enzi mas y los microorganismos se emplean en procesos de biorremediación.24 

Los compuestos obtenidos mediante biotransformaciones con células enteras de 

microorganismos pueden dasificarse en aquellos cuya producción está asociada con 

el crecimiento del microorganismo (metaboli tos primarios) y aquellos que se 

producen cuando el crecimiento ha cesado (rnetabolitos secundarios). A su vez, los 

metabolitos primarios pueden subdividirse en aquellos que se prcx:Jucen en 

cantidades suficientes sólo para el crecimiento celular, tales como vitaminas y 

aminoácidos, y aquellos que se producen en cantidades mayores, debido a que son 

productos finales del metabolismo normal , como por ejemplo el etanol y los ácidos 

11 Fabet, K. Biotransformal;;ms in Organi:: Chemistry. 4th ed., (Springer-Vet1ag, Berljn, 2000). 
20 Schwelgef, L. B. U.S. pat. 2,970,084, 1961. 
11 (a) Yamada el al, U.S. pat. 4,637,982, 1987 ; (b) Watanabe el al., U.S. pal 5,179,014, 1993; (e) Yamada et al . 

U.S. pat. 5,334 ,519, 1994. 
12 Stjldneck, P.R. US pat2,306,646, 1942. 
2l Antibiolics, J . W. Corcoran, F. E. Hahn, Eds. (Springer-Verfag, New York, 1975). 
'4 Parales, R. E.: Bruce, N. C.; Schmid, A. ; Wackett, L P. Appl. Env. Microbio/., 2002, 68(10), 4699. 
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láctico, glutámico y cítrico. Estos productos se emplean en la industria de alimentos 

o como materias primas para la manufactura de otros productos químicos.25 

En comparación con los catalizadores químicos, las enzimas tienen una mayor 

espedfiddad con respecto a los sustratos y productos (estructura y estereoquímica). 

Además, debido a esta especificidad , no suele ser necesaria una alta pureza del 

sustrato. En contraste con las reacciones químicas, la biocatálisis se realiza bajo 

condiciones de reacción muy suaves; por ejemplo, medio acuoso, temperaturas por 

debajo de los 40 'C, valores de pH cercanos a la neutralidad y presión atmosférica, 

además de que, por lo general, no involucran el uso de reactivos tóxicos. Por otro 

lado, existe la disponibilidad de gran variedad de enzimas y microorganismos y la 

posibilidad de modificación de las propiedades catalíticas de éstos por ingeniería 

genética o evolución dirigida. 

Sin embargo, el empleo de biocatalizadores también conlleva algunas desventajas, 

como son, por lo general, la necesidad de emplear altas diluciones y costosos 

cofactores; su poca estabilidad térmica y su incompatibilidad con algunos disolventes 

orgánicos; las reacciones son a veces lentas y con riesgo de inhibición y el 

aislamiento del producto es generalmente tedioso. 

En vista de que la biotecnotogia no puede reemplazar todas las rutas sintéticas 

químicas, es frecuente combinar ambas estrategias, la química y la enzimática, 

induyendo biotransformaciones con microorganismos. 

Para aplicaciones de gran escala empleando un biocatalizador, la inmovilización de 

células microbianas tiene varias ventajas: incrementa la capacidad de recidaje, la 

facilidad de separación y su uso en procesos continuos. Así , la indusión de las 

células en una matriz polimérica permite el atrapar células vivas o metabólicamente 

activas, manteniendo una alta difusión de productos y sustratos; los métodos de 

inmovilización son relativamente simples y el polímero de soporte suele ser de bajo 

25 Fessner, W. O. (Ed.) Biocatalysis. From Discovery to Application. (Springer-Verrag, Beñin, 2000). 
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costo y no tóxico. Ejemplos de matrices típicas para inmovilización son el alginato de 

sodio, la carragenina, la agarosa y los polímeros porosos rígidos.26 

4.4. Aminoacilasas 

Las aminoacilasas (EC 3.5.1.x) pertenecen a una familia de enzimas que catalizan la 

hidrólisis estereoespecífica de a-aminoácidos N-aalados. La aminoacilasa de riñón 

fue descubierta en 1881, al observarse la capacidad que tienen los homogeneizados 

crudos de riñón para hidrolizar el hipurato a benzoato y glicina.27 Smorodinzew2B 

introdujo el concepto de aminoacilasa, al demostrar que la ~ hipuricasa · hidrolizaba 

una amplia variedad de a-aminoácidos N-aalados. En los mamíferos, la más 

abundante de las aminoacilasas es la aminoacilasa 1.29 

La aminoacilasa de riñón de cerdo es una metaloproteína compuesta por dos 

subunidades idénticas, cada una de las cuales consiste en una cadena de 406 

aminoácidos que contiene un ión de zinc por subunidad, acetilalanina en el nitrógeno 

terminal y dos sitios activos, cada uno contiene un tiolato esendal y un enlace 

disulfuro.30
,31 El centro metálico no participa en la catálisis.32 Los mejores sustratos 

para la aminoacilasa I son N-acilaminoáddos alifáticos de cadena no ramificada y 

que poseen una fracción de acilo pequeña. El daruro de cobalto ha sido empleado 

como activador de la aminoacilasa y para restablecer la actividad de la misma.33 

Se ha reportado también actividad de aminoacilasa en diferentes microorganismos, 

como A/ca/igenes sp.," Aspergillus oryzae,'" Pseudamanas maltophi/a 81 ," 

26 (a) Chibata, el. al. Mel.hods Enzymol .. 1987, 135, 189; (b) lantero, J. ; Oreste. J. U.S. pat. 4,355,105, 1982. 
21 Schmiedeberg, O . Arch. Exp. Pal.ho/. Pharmak.. 1881, 14, 379. 
28 Smorodinzew, 1. A Physiol. Chem. 1922, 124, 123. 
2t lindner, H.; H ó ~n er, S.; Tafler-Naumann, M.; Miko, M.; Konrad, L ; Room, K Biochimie 2000, 82, 129. 
JO Kordel, w.; Schneider , F. Biochim. Biophys. Ada 1976, 445(2) 446. 
'1 Mitta, M. ; Ohnogi, H.; Yamamoto, A : Kato, l .; Sakiyama F.; Tsunasawa, S. J. Biochem. 1992 112,737. 
32 Heese, D.; Berger. S.; Room, K H. Eur. J . Biochem. 1990, 188, 175. 
:)J a) Story, S. V.; Grunden, A M.;Adams, M. W. J. Baderiol. 2001, 183(14), 4259. b) Szewczuk, A kch. 

Jmmtnal. Exp. Ther. 1971, 19, 389. 
loI Yang, Y.B.; Hu. H.L ; Chang, M.C.; ti, H.; Tsai, Y.C. Biosci. Biotechnol. Biochem. 1994, 58, 204. 
35 Tamura, T.; Oki, Y.; Yoshida, A.; Kuriyama, T. ; Kawakami , H.; lnoue, H.; Inagaki, K ; Tanaka, H. Arch. 

Bíochem. BOphys. 2000, 379, 261 . 
36 Wakayama, M. ; Shiíba, E. ; Sakai, K ; Moriguchi, M. J. Ferment. BOeng. 1998, 85. 278. 
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Mycobacteria sp.," Lactobaci/lus arabinosus," Streptomyces spp.'" y en otros 

microorganisrnos.40 

4.4.1. Aplicaciones de las aminoacilasas 

La compañía japonesa Tanabe produce tripláfano, metionina, fenilalanina y valína 

empleando un proceso continuo de resolución de los correspondientes N-acetil 

aminoácidos con aminoacilasa de Aspergillus aryzae inmovilizada en columnas de 

DEAE-SEPHADEX" (resina derivada de dextrano entrecruzada con epiclorhidrina, a 

la cual se han introducido cadenas que contienen grupos jónicos, como el 

dietilaminoetilo j . 

Degussa emplea un proceso enzimático que consiste en un sistema que combina L

aminoaalasa y N-adlamino racemasa (Figura 4.7), produciendo anualmente varios 

cientos de toneladas de L-metionina.42 

Acilam;no u cemu a 

N-A« lil-DL-Metionina l-Mdionio l N-Acelil-D-Mctioninl 

Figura 4.7 . Proceso Degussa para la obtención de L-metionina . 

En los últimos años se han introduddo al mercado varios fármacos que incorporan 

31 Matsumdo, J ; Nagai, S. J. Biochem. 1972, n , 269. 
31 Park, R.w.; Fox, S.W . J . Biol. Chem. 1960, 235, 3193. 
3' Sugie, M. ; Suzuki, H. Agric. &01. Chem. 1980, 44, 1089 . 
• 0 a) Sakanyan, V.; Desmarez, L ; Legrain, C.; C ha r~e r , D.; Mett, l. ; Kochikyan, A ; Savchenko, A.; Boyen, A ; 

Falmagne, P.; Pierard, A ; Glansdorff, N. Appl Environ. Microbiol. 1993, 59, 3878. b) Wakayama, M.; Morig.¡chi, 
M. J. Molee. Cata/o 2001 , 12, 15. :1 OCDE. The appl;cation of Biolecllnology to Industrial Sustainabilly 2001 , 63. 

1 a) May, O.; Stefan, V.; Bommarius, A ; Ofauz, K Org. ProaJss Res. Dev. 2002, 6, 452. b) Bommarius el al. 
U.S. pat 6,656,710. 2003. 
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en su estructura fragmentos de D-aminoáddos (Figura 4.8); debido a esto, se ha 

dado gran importancia a la obtención de o-aminoacilasa de microorganismos, así 

como a su empleo en la oblención del isómero o de diversos aminoáddos, como 

metionina, triptófano, fenilalanina, alanina y leucina.43,-« 

Hs-J~~s9 
V o C~ H 

Nateglumida (antidabético) Omaprilat (antihipertensivo) 

Fluvalinato Onsecücida) Indinavir (anti HIV) 

° 

qo 
0",0 

HODJO I H H 

¿., N:t;O<." 
ÑH H N 

2 o '. 
C01H 

Tadalafil (disfunción eréctil) Amoxicilina (antibióti co) 

Figura 4.8. Ejemplos de fánnacos que incorporan en su estructura un rragmento de un o
amnoácido . 

• 3 TokUYérn8, S., u.s. pal 6,030,823, 2000. 
u Mitsuhashi, K ; Yamamoto, H.; Matsuyama, A ; Tokuyama, S. U.S. pal6,514,742, 2003. 
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Además de catalizar la hidrólisis estereoespecífica de los N-acil-u-aminoácidos, las 

aminoacilasas han encontrado aplicación en la transestetificación enantioselectiva de 

alcoholes secundarios" (Figura 4.9). 

o 

OH O O ~ OH 

(i'CH3 + 9" O ~ Aminoacilasas U CH3 + ci' C~ 
hexano 

(R)-Acetato (S)-Alcohol 

Figura 4.9. Empleo de aminoacilasas en reacciones de transestelÍficadón de alcoholes secundarios. 

Recientemente46 se ha descrito una nueva aplicación de las aminoacilasas, la 

resolución de N-acil-p-aminoácidos (Figura 4.10). 

NH, 

~
CO , H 

I + 
¿. 

Figura 4.10. Primera resolución enzimáti ca de N-acetil{J-aminoácidos promovida por aminoacilasas. 

4.4.2. Polvos acet6nicos de riñón de mamífero 

Los polvos acet6nicos de riñón de mamífero se han mencionado en la literatura 

desde 1931 ;47." a partir de ellos se han estudiado, aislado e identificado diversas 

enzimas como, por ejemplo, aminopeptidasaS,49 nudeasas50 y maleato 

45 Bakket', M.; Spnijt, A S.; van RantWjk, F.; Sheldon, R. A Tetrahedron: Asymmetry 2000, 1" 1801 . 
• 5 Harad, G.; Harald, T. ; Stefan, B.; Karlheinz, D.; Christiane, S.; Sylvie, G. ; Helge, W. Org. BiomoI. Chem. 

2OO4, 2,19n . 
• 7 Fabisch, W. Biochemische Zeitschrift 1931, 234, 84. CA 25:35704 
.a Abreu, L. A ; Abreu, R. R. NatLls(londoo, U. K), 1959, 184(26),2016. b) Mazumder, R.; Sanad, D.R.; 

RodweIl, V. W. J. BioI. Chem. 1960, 235, 2546 . 
• 11 Campbell, B. J .; U n, Yuan-Chuan; Ejld, M. E. J. Biol Chem. 1963, 238(11), 3632. 
5O Watanabe, T. Ana/. BOchem. 1978, Ba: 1), 62. 
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deshldrogenasas,51 Se ha detectado actividad de aminoadlasa en hígado y riñón de 

diferentes especies. ¡nduyendo el hombre.52 Lindner reportó que la aminoacilasa 1 

se encuentra en la corteza de riñón de cerdo en concentraciones de hasta 1.5 mg por 

gramo de tejido fresco. 53 

4.5. Nitrilos 

Los nitrilos son compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza como 

cianoglucósidos, cianolípidos, ricinina, etc. Es el caso de la 3-cianoalanina, que es 

hidratada a la L-asparagina, o el 3~ndolaceto ni tri lo , el cual es transformado en el 

écido 3-indolacético, una auxina que controla la elongación celular en plantas. En las 

plantas, los nltrilos tienen función como meta bolitas secundarios y constituyentes de 

un sistema químico de defensa que protege a las plantas de los herbívoros 

depredadores (p. ej. los glucósidos danogenélicos).54 

Por otro lado, los njtrilos son compuestos orgánicos de gran importancia como 

intermediarios en la síntesis de una gran variedad de polímeros, derivados 

principalmente de acrilonitri lo y adiponitrilo; otros nitrilos se emplean como 

disolventes, pesticidas, farmoquimicos, intermediarios en la síntesis de fármacos y 

como sintones quirales. También se emplean como intermediarios importantes en la 

manufactura de ami nas, amidas, ácidos carboxílicos, ésteres, aldehídos, cetonas y 

compuestos heterocídicos.55 

La hidrólisis química de los nitrilos suele requerir condiciones drásticas de reacción, 

lo que involucra elevados consumos energéticos, la formación de productos no 

deseados y la generación de grandes cantidades de residuos inorgánicos; además, 

no es una reacción estereoselectiva. En este contexto, la hidrólisis biocatalítica de 

~ , Dupourque, D. ; Kun, E. Eur. J. Biochem. 1968, a:11, 151. 
S2 Uttamsingh, v .; Keller, DA; Anders, M.W. Chem. Res. Toxico/. 1998, 11, 80t 
53 Lindner, H.; HOpfner, S.; Tafler-Naumann, M.; Miko, M.; Konrad, L. ; Room, K. Biochimie 2000, 82, 129. 
54 Conn, E.E. en: Ebell, E.A; Char1wood, B.V. (Eds.) Secondary P/ant Produds. In: Encydopedia of P1ant 

Physiolog¡, VeA. 8, (Springer, Berlin, 1980). 
SoS a) March., J., Advanced Organic Chemistry: Readions, Mechanisms and Slrud1.l9. 5'1t1 Ed., (Wiley: New York, 

2001) 1179. b) LarocK, R. C., Compr9hensive Organic Transfonnaions. 2f!d Ed (Wiley-VCH, New York, 1999). 
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nitrilos, que suele ser quimio y regioselectiva, además de estereoselectiva, 

representa una alternativa valiosa a la hidrólisis química convendonal , al poder 

realizarse a temperatura ambiente y a valores de pH cercanos a la neutralidad y sin 

la producción de residuos contaminantes.56 

La mayoría de los nitrilos son altamente tóxicos, mutagénicos, cancerígenos o 

inhibidores de la cadena respiratoria por su alta afinidad por la dtocromo e oxidasa.57 

La degradadón microbiana ha sido considerada como la mejor manera de eliminar 

los ni tri los tóxicos del medio ambiente; su aceptación se debe a su naturaleza 

benigna con el ambiente. 58 Algunos microorganismos pueden utilizar a los nitrilos 

como fuente de carbono, de nitrógeno, o ambos. 

4.6. Enzimas transfonnantes de nitñlos 

Las enzimas responsables de la biotransformación de nitrilos en plantas y 

microorganismos se dividen en dos grupos principales, las nitrilasas (EC 3.5.5.x) y 

las nitrilo hidratasas (EC 4.2.1.x).59 

Las nitrilasas hidrolizan los nitrilos en un solo paso (sin la formación de una amida 

intermediaria) hasta el áddo carboxílico y amoniaco corro únicos productos; las 

nitrilo hidratasas hidrolizan los nitrilos a las correspondientes amidas. Existen en la 

naturaleza enzimas que realizan otras transformaciones sobre los nitrilos, como son 

la oxidación (oxigenasas)'" y la reducción (nitrogenasas)" Olras enzimas que se 

encargan de metabolizar los productos de estas degradadones son amidasas, 

cianuro hidratasas, danuro dihidratasas y cianasas (Figura 4.11). 

~ Banerjee, A ; Sharma, R ; Banerjee, U.C. Appl. Microbio/. Biolechnof. 2002, 60, 33. 
~1 SoIom onson, L. P.; Spehar. AM. Cyanids as a metabolic inhibitor en: Vennesland, S.; Conn, E.E.; Kno'Mes, 

C.J.; Westly, J.; Vv'Issing, F. (Eds.) Cyanide in Biology (Academic PTess, l ondon. 1981). 
~ Kobayashi, M.; Goda M.; Shimizu. S. 8iochem. Biophys. Res. Commun., 1998, 253, 662. 
~t Nagasawa, T ; Ryuno, K ; Yamada. H. Bixhem. Biophys. Res. Commun. 1966, 139, 1305. 
so Sawyer. D.T. ; Sugimoto. H.; Calderwood, T. S. Proc. Natl. Acad. Sei USA 1984. 8 1. 8025. 
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oxinitrilasa 
R-CH(OH)CN 

nitrilasa 

l '" n~ri l o hidratasa / 
""" / amidasa 

. R-CH,CONH, 
nitrogenasa 

R-CH,CH, + NH, 

cianur~~ / 
hidrat/,..¡." .. 

aanasa 
R-CHO + HCN 

danur ~ 
dihidrata s~ 

HCONH, 

Figura 4.11 . Rutas metabólicas de compuestos que contienen el grupo ciano.56 

La degradación microbiana ha sido considerada como la mejor estrategia para 

eliminar los nitrilos altamente tóxicos del medio ambiente, provenientes de residuos 

industriales, pesticidas o herbicidas residuales, los OJales, sometidos a la acción de 

las nitrilo hidratasas o las nitrilasas, se transforman en sustancias inocuas o que 

pueden ser posteriormente degradadas por microorganismos comunes de los 

suelos_61 ,52 

En años recientes, el uso de estas enzimas transformantes de nitrilos se ha 

incrementado de manera importante. Existen varios procesos industriales que 

emplean microorganismos que poseen algunas de estas enzimas, como son 

Rhodococcus N-774, Pseudomonas chlororaphis B23 y R. rhodochrous J1 para la 

producción de acrilamida y la sintesis de nicotinamida y ácido nicotínico a partir de la 

3-cianopiridina.63 

En 2003, Mylerová y Martinková64 realizaron una amplia compilación de los 

microorganismos con actividad transformante de nitrilos, la cual se transcribe en la 

Tabla 4.1. 

8 1 Kobayashi , M. ; Stlmizu, S. Cllrett Opinion in Chemical Biology 2000, 4, 95. 
12 Dias, J . c .; Rezende, R. P.; Unarcti, V. R. Appl. Microbio/. BioIechnoI. 2001 , 56, 757. 
f3 Mathew, c .; Nagasawa, T; Kobayashi, M.; Yamada, H. AppI. Env;on. Microbio/. 1988, 54, 1030. 
54 My1erová, v .; Martinková l. CutranJ. Organic Chemistry 2003, 7, 1. 
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Tabla 4.1 . Microorganismos transformantes de nitrilos. 64 

Microorganismo 

f Procariotes 
r'ACid)"vo;:a:ÚadliSAtC"C:"SS74'6 ' 
r~ );;g;:¡¡;ac¡¡ú:¡um sp :" 6á;~Ü¡336 .. 
, .. A9rob8ctenüfii-lúmeiiickñs't;j" (DSM 

• 9674) 
Agrobadfúium iumefadens'S:261 

: Alca/igenes faecaJís DSM 6335 

~"' B acji lus " cereus '" 

B ac¡jiüS ' s ~ i ' BR449 

r Baduius"s,):"R,A¡:;Clfa;'h ' 
[" [jiiClllüs"paTiidüs"OaC521 

.. Ad,vi"dad ,. 
enzimática 

: -níiiiíasa .... " .. 

n¡'"lasa' 
nihilo hidratasa 

nlinúi hidrataSa 
n¡trilasa 

. nitrilo hidratasa 

. nitrilo hidratasa 

nitrilo hidratasa 
.......... , .. , 

Nitrilasa, nitrilo 
hidratasa 

nitrilo hidratasa 

nitrilo hidratasa 

Sustratos 

......... "' ~j"jqü\ ' irntnios: - benzo¡:¡¡i"riio ' 

nitrilos heteroclclicos 
anlri'inios':ajQ'üi"iritnios' 

i ndof-3-acetonitri lo 

nitrilos heterocíclicos 

acrilonitrilo 
acO'i6-nH¡.no" . 

cicloalquilnibilos ,.- , ..... , ... _ ........ _ ............. _ ................ .. 
atqui lnitrilos, arilnitrilos, nitrilos 
heterocícHcos . . ... . ..... _ ........ . 
alquilnitrilos 

acrilonibilo 

; Comamonas lestosteroni Al Ce 55744 nitrilo hidratasa alquilnitrilos 

alquilnitri los :- Comamonas testosteroni nitrilasa 

: Goreixia"terrae' FERt,¡f"BP453'S"" ¡:;¡filfása--' -- -- -- ...................... .. 
alquilnitrilos 

j"'PseudJmooas 'Sp: S1 nitrilasa alquilnitrilos, arilnitrilos, KCN 

alquilnitrilos i Pseudomonas Chlororaphis B23 (FERM nitrilo hidratasa 
BP-187) 

Pseudomonas fluorescens OSM 7155 n¡trilasa alquilnitrilos 

alquilnitrilos Pseudomonas putkJa NRRl-B-16668 nitrilo hidratasa 

· Pseudo monas putída 

· PSfJlXiOnocardia' iiiiúmophifa JCM3095 . 

· Rhodococcus sji: 409 (NOVO SI' 409) 

;. Rhodcxxx;cus sp. c3Ii (óSM 9685) 
. - -.. - -_.... ...... . ......... _ ... 

· Rhodococcus sp. R312 (CBS 717.73) 

RhodocOcC"us sp. -YH3·."j . 

"RiiOdiXOC:CiJS-efythropofis 

Rhodcxxx;cus erythropolis Bl1 

Rhodococcus e'¡ythropofis FZB 53 
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ciCioaiqUiYnitri"ioS:"iiitiilos I 
heterocfclicos, alquilnitrilos ! 

"' ariinHniCiS':'¡:¡jfnios"hi:iteroClcllCos, t 
alqui l nitJl! . ~ ............ , ..... o ••••••• • •••••••••••••• • _ . ____ 1 
cidoalquilnitri los, arilritrilos, 
nitrilos heterocídicos, alquilnitrilos 

~' RtiodOCOc:CuS'rliOi:iOCilroiiS J-1'(FER;:)¡- .. :"'i1ltnio"tiidratasa:'" . . . aiqülinitriloS, "ninfos heterociclicos, 
~ BP-1478} ~ nibilasa arilnitrilos 
f"RiiOib::occus ru6e, ......................... . 

f Arabidopsis lha /iana : nitrilasa alquilnitri los, 

~ Cañdida guiHiermondii CCT 7207 ; nitrilo hidratasa cicloalquilnitrilos, arilritrilos, nitrilos ~ 
heterocíclicos ~ 

4.6.1 . Nitritasas 

Las nitrilasas (EC 3.5.5.7) son un tipo de enzimas pertenedentes a un conjunto de 

mercapto-enzimas relacionadas estructuralmente, al que se ha llamado la 

"supeñamilia de las nitrilasas·.65 Las enzimas pertenedentes a esta supeñamilia son 

responsables de una variedad de reacdones hidrolíticas de enlaces no peptídicos 

carbono-nitrógeno en plantas, animales y hongos. Se han descubierto genes de 

nitrilasa en humanos, moscas y nemátodos.66 En las plantas, las nitrilasas proclucen 

auxinas, biotina, p-alanina y otros productos naturales. Muchas bacterias y arqueas, 

partirularmente aqueUas con una relación ecológica con plantas y animales, 

contienen representantes de la superfamilia de las nitrilasas y u~lizan estas enzimas 

en reacciones químicamente similares a las hidrólisis de los nitrilos o las amidas. 

Los miembros de la superfamilia de las nitrilasas se dasifican en trece ramas, de las 

M Pace, H. ; Btenner, C., Genome &JIogy, 2001, 2 (1) reYiews 0001.1-0001.9. 
http://genomeboloqy.c0mf20011211/reviewslOOO1 (consultado 0811112004) 

M Pekarsky el aJo Proc. Nall. Acad. sa. 1998, 95, 8744. 
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cuales sólo una presenta realmente actividad de nitrilasa, mientras que las doce 

restantes, presentan actividad de amidasa o de condensación.67 

Las nimlasas son generalmente enzimas inducibles compuestas de uno o dos tipos 

de subunidades de diferente tamaño y seruencia. Se ha empleado acetonitrilo, 

benzonitrilo e isovaleronitrilo para incrementar la producción de nitrilasa en diferentes 

microorganismos.58 

En muchos casos se ha observado que diferentes subunidades de nitrilasas se 

asocian entre sí para convertir a la enzima en su forma activa. Las nitrilasas no 

requieren de la presencia de un cotador metálico o de un grupo prostético; sólo 

contienen residuos de dsteína en el sitio activo, que son catalítica mente 

esenciales.69 

Un mecanismo probable para la reaedón cata lizada por nitrilasas ha sido propuesto 

por Kobayashi.10 Como se muestra en la Figura 4.12, un ataque nucleofílico por un 

grupo tiol de una dsteina sobre el carbono del grupo dano, seguido de la 

protonatión del nitrógeno, produciría un imino tioéster intermediario, con posterior 

ataque por dos moléculas de agua y protonación del átomo de nitrógeno que se 

libera como NH3. En algunos casos el intermediario tetraédrico formado puede 

descomponerse en forma anormal para producir la amida en lugar del ácido 

carboxilico. Se ha reportado que ta nitritasa de Rhodococcus rhodochrous J1 

cataliza la hidrólisis de amidas a amoniaco, lo aJal sugiere que un intermediario 

tetraédrico oomún está involucrado para ambos sustratos.71 

.., Brenner, C. CiJrr. Opin. Struc. Biol 2002, 12, ns. 
68 al GoIdlust. A ; Bohak, Z. Biolechnol. Appl. 8iochem. 1989, 11,581. bl Collins, P.; KnovAes, C. Microbio/. 

1983, 129, 248. el Nagasawa, T.; Cobayash, M.; Yamada, H. Arch Maobiol. 1988, 150, 89. 
611 Kobayashi, M.; Yamaka, M.; Nagasawa, T.; Yamada, H. Bioc::hemistry 1992, 31, 9000. 
70 Kobayashi, M., Goda, M.; Shimizu, S Biochem. Biophys. Res. Comf1Hll. 1998, 253, 662. 
7 1 Kobayashi, M.; Goda, M.; Shimizu, S. Biochem. Biophys. Res. CommlXl. 1999, 255, 549. 
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Figura 4.12. Mecanismo de la reacción catatizada por nitrilasas69 

+ ESH 

Sugai y colaboradoresn señalaron que la detección de amidas durante la 

biotransformación de nitrilos mediante Rhodo=us rhodochrous IFO 15564 es 

evidenda de que la hidróli sis procede en dos pasos, la hidratación promovida por la 

nitrilo hidratasa y la posterior hidrólisis del intermediario por amidas8. 

4.6.2. Nitrilo hidratasas 

La enzimas nitrilo hidratasas (NHasas) (EC 3.5.1.4) juegan un importante papel en el 

proceso de utilizadón de los nitrilos por los microorganismos a través de hidratación 

para formar amidas. En las plantas danogénicas, son responsables de la biosíntesis 

de la L-asparagina mediante la hidratación de la p-cianoalanina, la cual proviene de 

la reacción del ácido cianhídrico con la cisteína, con la participación de la p

cianoalanina sintetasa.73 El inlerés en estas enzimas ha crecido desde su aplicación 

12 Matoshi, K ; Sano, A ; Imai , N.; YamasalQ, T.; Yokohama, M.; Sugai, T. ; Ohta, H. Tel.rah9dron:Asymmetry 1998, 
9, 1097. 

'J a) Blumenthal-Goldschmidt, S.; BlAI e, GW .; Cono, E.E. Natre 1963, 197,718. b) Oaks, A ; Johnson, F J. 
Phytochemistry 1972, 11, 3465. 
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en la producción industrial de amidas como la acrilamida y la nicotina mida mediante 

la hidratación de los correspondientes nitri los?4.75 

Por otro lado, una combinación de nitrilo hidratasa y amidasa puede transformar 

nitrilos alifáticos en las sales de amonio de los correspondientes ácidos carboxílicos. 

Entre los géneros de bacterias que poseen ambas actividades enzimáticas se 

encuentran Rhcxio=us, Pseudomonas, Alcaligenes, Arlhrobacler, Bacillus, 

Bacleridium, Brevibaclerium, Corynebaclerium y Micrococcus.76 

Las NHasas están constituidas por dos subunidades, a y p. Son heterodírneros (con 

un centro metálico) y su disociación en los oorrespondientes monómeros implica la 

pérdida de la actividad. Estas enzimas contienen generalmente en su sitio activo, ya 

sea un átomo de hierro 3+ no hemo (Fe-NHasas), o un átomo de cobalto 3+ no 

coninoide (Co-NHasas), dependiendo del miaoorganismo.n Una de las NHasas 

mejor caracterizadas proviene de Rhodococcus sp. N-771 Y fue purificada en su 

forma inactiva por Nagamune y colaboradores?6 La actividad de la NHasa de 

Rhodococcus sp. N-771 desaparece casi completamente cuando las células se 

incuban en forma aeróbica durante 16 horas en la oSOJridad y es completamente 

reactivada mediante irradiadón ron luz.79 

En los últimos años se han empleado NHasas silvestres y mutantes, provenientes de 

diversos microorganismos como biocatalizadores para la producción industrial de 

acrilamida en escala de kilogramos a toneladasoo en la síntesis enantioselectiva de 

otras amidas61 ,62 y en la biorremediadón de suelos o aguas contaminados con 

nitrilos.83 

10 Watanabe el al., u.s. pat 5,179,014, 1993. 
75 Nagasawa, T.; Yamada, H. PurS8nd Appl. Chem. 1995, 67, 1241 . l' Cowan el al., Extremopl!i/es 1998, 2, 207. 
n Mascharak.; P.K Coordino Chem. RfN. 2002, 225, 20 t 
1. Nagamune, T.; Kurata, H.; Hirala, M.; Honda, J.; Koike, H. : Keuchi , M.; Inoue, Y.; Hirata, A ; Endo, 1. Biochem. 

Biophys. Res. Commun. 1990, 168(2), 437. 
: Endo, l.; Odaka, M.; Vohda, M. Trends BioIechnol. 1999, 17, 244. 

Yamada el al, U.S. pal 4,637,982, 1981. 
'1 Padmakumar, R.; One!, P. Appl. Biochem. BioIechnol. 1999, n , 67 1. 
f2 Maloishi, K ; Sana, A ; Imai, N.; Yamazaki, T.; Yokoyama, M.; Sugai T.; Dhla, H. Telrahedron: Asymmetry 

1998, 9, 1097. 
n Kobayashi, M.; Shimizu, S. Nat. Biofechnol 1998, 16, 733. 
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Figura 4.13. Mecanismos propuestos para la reacción de hidratación de nitrilos catati zada por 
NHasas. 

El mecanismo de la catálisis por NHasas no ha sido deroostrado. Schneider y 

colaboradores84 sugieren tres posibles mecanismos de catálisis, que son ilustrados 

en la Figura 4.13. El papel del ión metálico de la enzima en la hidratación parece 

ser el de un ácido de Lewis. Los mecanismos alternativos suponen que el agua o el 

ión hidroxilo, coordinados al metal (Fe3
" o C03+), atacan al carbono del nitri lo, o que 

el ión metálico activa a una molécula de agua, la cual a su vez puede actuar como 

nudeófilo sobre el carbono del nitri lo coordinado al metal. 

u Huang, W.; Jia, J.; Cummings, J.; Nelson, M. ; Shneider, G .; Undq.list, Y. Structure, 1997, 5, 691. 
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4.7. Ejemplos de biotransformación de nitrilos 

4.7.1 . Nitri los Simples 

En contraste con la situadón de las nitlilasas y amidasas, hasta hace algunos años 

se ponía en duda la enantioselectividad de las reacciones catalizadas por nitri lo 

hidratasas. En 1997, Fallon y colaboradores" reportaron enantioselectividad de una 

actividad de nitrilo hidratasa en células íntegras de Pseudomonas pulida NRRL-

18668. La nitrilo hidratasa de Agrobaclerium lumefaciens purificada por Bauer y 

colaboradores86 produce la hidratadón enantioselectiva de 2-ari lpropionitrilos. 

Más redentemente,87 se ha descrito la síntesis de (S)-Naproxeno con un 99% de 

exceso enanliomérico mediante la hidrólisis enantioselectiva de arilacetonilrilos 

empleando células de Rhodococcus sp. CGMCC 0497 (Figura 4.14). 

eH, 

~C N 
Meo ~ 

CH, 

~C ONH .. 

MeO ~ 

(R)-amida del Naproxeno 
Rend. 52 %, 75 % ee 

+ 

Figura 4.14. Síntesis de (S)_Naproxeno.87 

(S)-Naproxeno 
Rend.43 %, 99 'lit ee 

Varios autores88
,S9 han estudiado la hidrólisis del ni trilo del Ketoprofeno oon 

diferentes microorganismos (Figura 4.15), obteniendo excesos enantioméricos 

mayores de 90 % de de la (S)-amida y hasta 49 % de conversión del sustrato. Al 

emplear la nitrilo hidratasa purificada, se enoontraron valores mayores de exceso 

enantiomérico que al emplear las células íntegras en presencia de un inhibidor de la 

actividad de amidasa. 

85 Fallon, RO.; Stieglitz. 8.; Turner, l . AppI. Microbiol. BioIechnol. 1997, 47, 156. 
~ Bauer, R. ; Knackmuss, H.-J.; Stolz, A. Appl. Microbio/. BioIechno/, 1998, 49, 89. 
a Wu, Z.; ü , Z. Tetrahedron. Asymmelly 2001, 12(23), 3305. 
" Bauer, R ; Knackmuss, H. J. Appl, MaobOl. Biotechnol 1998, 49, 89. 
at Stolz, A e/ al. J. Mol Cato 8. Enzym. 1998, 5, 137. 
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nitrilo precursor del 
Ketoprofeno 

Agrobacterium tumefaciens d3 
• 

(S)-amida del Ketoprofeno 
rend. 49 %, > 90 % ee 

Figura 4.15. Slntesis biocatalitica del Ketoprofeno. 

DiCosimo y colaboradoresoo reportaron recientemente la hidrólisis estereoespecífica 

de (E,Z)-2-metil-2-butenonitrilo, para generar el ácido (Ej-2-metil-2-butenoico, sin 

conversión del isómero Z, empleando la actividad nitrilo hidratasa y amidasa de 

Acidovorax facifis 72W y de varias cepas de Coma monas festosleroni (Figura 4.16). 

"(N Alúmina básica "eN r
CN 

+ 
85 oc, 100 % 

28% 72 % 

H,O nitritasa de 
A Fadllis 72 W 

&>. <±l "eN + 
rC ,NH, 

28% 72% 

Figura 4.16. Hidrólisis estereoespecífica de (E,Z)-2-metil-2-butenonitrilo. 

110 DiCosimo, R ; Hann, EC.; Slgnund, AE.; Fager, S.K; COding, F.S.: Gavagan, J.E.; Bramucci, M.G.: Chauhan, 
S.P. TeJ.rahedron 2004, 00, 577. 
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4.7.2. Clanohidrinas 

Chauhan y colaboradores91 desarrollaron un proceso eficiente para la 

biob"ansformación de la danohidlina de la acetona empleando la actividad nitrilasa 

presente en células de Acidovorax facifis 72W, en una relación sustrato biomasa de 1 

a 7, para produdr el ácido 2-hidroxiisobutilico, el cual es un intermediario útil en la 

manufactura del ácido metacrilico (Figura 4.17) y para la manufactura de una gran 

diversidad de polimeros. Aunque Acidovorax facilis 72W. además de la actividad 

nitrilasa, posee actividades de nitrile hidratasa y amidasa, los autores describen la 

¡nactivación de la nilrilohidratasa mediante calentamiento a temperaturas de entre 35 

y 70 oC, con lo que evitan la fonnación de la 2-hidroxi-iso-butiramida, un producto no 

deseado. 

nitrilasa 
• 

V C0 2H 

/"OH 
160-250';: "¡(Co,H 

Figura 4.17. Slntesis de ácido metacrilico 

En el mismo trabajo se describe la sobreexpresión de la nitrilasa de Acidovorax facilis 

72W en Escherichia coli 881001 para produci r células transformadas carentes de la 

actividad nitrilo hidratasa. 

La síntesis químico-enzimática del áddo (R)-2-naftilmetoxiacético ha sido reportada 

empleando la actividad nitrilo hidratasa de Rhodococcus rhodochrous sobre el 

acetato de la (R)-cianohidrina."" 

El ácido mandélico, importante agente resolutor y materia inidal para la sintesis de 

cefalosporinas y penilidlinas, se obtiene a partir del mandelonitrilo. Las cianohidrinas 

se racemizan en medio alcalino con pérdida reversible de HCN, lo cual permite una 

resoluaón tinética dinámica, en la cual una enzima hidroliza selectivamente un 

enantiómero de la tianohidrina, generando el (R)-hidroxiácido con alto rendimiento 

"Chauhan, S.; OiCosimo, R.; Fallon, R.; Gavagan, J.; Manzer, L E ; Payne, M. S. U.S. pal 6,582,943, 2003. 
t2 Kimura, M.; KUboki, A ; Sugai T. Tetrahedron:Asymmet¡y 2002, 13, 1059. 
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químico y alta pureza enantiomérica93 (Figura 4.18). Se ha patentado este proceso 

para la síntesis de áddo (R)-mandélico y análogos empleando Rhodococcus sp. 

HT29-7 en medio acuoso neutro o ligeramente básico.94 

+ HCN + 

Figura 4.18. Proceso para la obtención de (R)-a-hidroxiáddos 

Recientemente, Kaul y colaboradores95 describieron un procedimiento de 

enriquedmiento de cultivos con el cual aislaron nuevas cepas bacterianas utilizables 

para la producción biocatalítica de áddo (R)-mandélico. (Figura 4.19). 

OH 

(i'CN PS6udomonas pulida 

Micobacterium paraoxidans 
o Micobaderium fique facíens 

OH 

~C 0 2 H 

93% ee 

Figura 4.19. Biotransformadón de mandelonitrilo racérni co en ácido (R)-mandéli co 

4.7.3. Aminonitritos 

Se han reportado pocos ejemplos de biotransformaciones que utilicen la actividad 

nitrilasa para hidrolizar a-aminonitrilos. Las nitrilasas de Rhodococcus rhodochrous 

PA_34,96 de Aspergilfus (urmigatus" y de Acinetobacter Sp.98 transformaron varios 0.

aminonitrilos alifáticos en L-aminoácidos con buenos rendimientos y excesos 

enantioméricos. 

La biotransformadón de DL-arilglidnonitrilos para produdr D-arilglidnamidas y L

arilglicinas, combinando los efectos de una amidasa L-enantioselectiva y una nitrilo 

hidratasa de baja enantioselectividad ha sido reportada por Wegman y 

9l DeSantis el aJ., J. Am. Chom. Soc. 2002, 124, 9024. 
94 Endo el al. u.s. pat. 5,296,373, 1994. 
95 K a ~ , P.; Banerjee, A ; Mayilrajb s .; Banerjeea, U. C. Tetrahedron:Asymmell}' 2004,15. 207. 
~ Bhalta, T. c .; Miura, A.; W akamoto, A.; Ohba, Y.; Furutlasti, K Appl. Microbio/. Biotechno/. 1992, 37, 184. 
97 Choi, S. Y.; Goo, Y. M. Arch. Pharm. Res. 1986,9, 45. 
98 Macdam, A M.; Knov.ies, C. J. Biotechnol. Lett. 1985, 7, 865. 
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colaboradores," empleando células inmovilizadas de Rhodo=us sp. (NOVO SP 

361) a bajas temperaturas (5 ·C). Esta misma biotransformación (Figura 4.20) con 

células de Rhodococcus sp. AJ270 ha sido descrita por Wang y Shuang. "lO.'O' La D

fenilglicina es materia prima clave en la sintesis industrial de antibióticos p
lactámicos. 

NH, 

(i'CN 
Buffer fosfatos, 30 OC 

Rhodococcus sp AJ270 

fenilglicinonittilo 

NH, 

~CO NH ' 

o-fenilglicinamida 

Figura 4.20. Slntesis de l -fenilglicina. 

4.7.4. Nitrilos Insaturados 

+ 

~H, 

V C02H 

L-fenilglicina 

La producción biocatalitica a bajas temperaturas (0-15 'C) de acrilamida, empleada 

en grandes volúmenes en la producdón de poi ímeros, fue patentada desde principios 

de los años ochenta. 100 Más recientemente,I03 se han descrito procesos 

biocataliticos para la preparadón de acrilamida y otras amidas empleando la 

actividad nitrilo hidratasa de bacterias termofilicas, como el Bacillus sp. BR449, 

estable a 60 ·C. (Figura 4.21). 

" CN 
Bad/fus sp. BR«9 

• 

Figura 4.21. Slntesis de acrilamida empleando la actividad nitrilo hidratasa de Bacillus sp. 

\le Wegnan, M. A.; Heinemann, U.; Stolz, A ; van Rant'Mjk. F.; Sheldon, R. A. a rg. Process Res. Dev. 2000, 4, 
318. 

l00 Wang, M. X. and Shuang-Jun, L TetraheáOf1 Latt. 2001, 42, 6925. 
'o, Wang, M. X. and S huang-Jun L J . o,g. Chem. 2002, 67, 6542. 
1112 Watallabe el al. U.S. pat 4,248,968, 1981. 
10"l a) Takashima, Y.: Mukumoto, F.: Mtsuda, S. u.S. pat 5,563,053, 1996. b) Oriel et aJ., U.S. pat 6,242,242, 

2001. e) AJmatawah, O. A : Cowan, D. A Enzyme Microb. Tech. 1999, 25, 718. 
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Recientemente, DiCosimo y colaboradores104 desaibieron la invención de un 

proceso para la hidrólisis enzimática de acri lonitri lo y metacrilonitrilo a los ácidos 

correspondientes (Figura 4.22) , oon buen rendimiento y especificidad, empleando 

altas concentraciones de sustrato en medio acuoso, aprovechando la combinación 

de las actividades de nitrilo hidratasa y amidasa presentes en las células intadas de 

Comamanas leslasleron; 5-MGAM-4D. 

Comamonas testosleroni 
-

Figura 4.22. Transformación de acrilonitrilo y metaailonitrilo en los correspondientes ácidos car
boxllicos mediante la acción de nitrilo hidralasa y amidasa de Comamonas testosteron; 5-MGAM-4D. 

4.7.5. ~- h i drox in it ri lo s 

Es conocido que la hidrólisis química de p-hidroxinitrilos, tanto catalizada con ácidos 

oomo oon bases, produce principalmente el producto de deshidratación,'os por lo que 

la hidról isis enzimática de este tipo de compuestos es una alternativa muy útil para la 

síntesis de p-hidroxiáddos. Bramucd y colaboradores 106 describen un proceso para 

la preparadón del addo 3-hidroxivalérico a partir de 3-hidroxivaleronilrilo con 

conversiones hasta del 100%, empleando la actividad nitrilo hidralasa y amidasa de 

diferentes bacterias (Figura 4.23). El ácido 3- hidroxivalérioo tiene aplicadón oomo un 

sustituto de la e-caprolactona en la preparadón de copolímeros ramificados. 

OH 
~ C N 

Comamonas lestosferon; 22-1 OH 
~ C0 2 H 

Figura 4.23. Obtención de ácido l-hidroxivalético. 

Las cepas microbianas oon actividad nitrilo hidratasa y amidasa descritas en esta 

patente son las siguientes: Ac;dovorax fadlis 72W (ATCC 55746); Comamonas 

11)4 OiCosimo, R. ; Fallon, R ; Gavagan, J .; Manzer, L U.S. pal6,670, 158, 2003. 
1~ Ford, J. H. Org. Syrth. , Col!. vol. 111: 34-36 (1955). 
1!M1 Bramucci, el al., U.S. paI. 6,562,603, 2003. 
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leslosleroni 22-1 (ATCC PTA-1853); Comamonas leslosleroni 5-MGAM-4D (ATCC 

55744); Dielzia sp. ADL 1 (ATCC PTA-1854); Syclalidium spp. 3LD-122P (ATCC 

PTA-1855); Rhodococcus sp. 25-1 (ATCC PTA-1856) ; Pseudomonas pulida 5B

MGN-2P (NRRL-B-18668). También reportan la biotransformación empleando 

células microbianas con actividad nitrilasa, en las OJales las actividades nitrilo 

hidratasa y amidasa se han inhibido por calentamiento. 

4.7.6. Dinitrilos 

La hidrólisis regioselectiva de a,ro-dinitrilos a los correspondientes ácidos (U

cianocarboxílicos ha sido también reportada.107
,100 El 2-metilglutaronitrilo es ejemplo 

de un a,y-dinitrilo alifático que puede ser transformado regioselectivamente en la sal 

de amonio del ácido 4-cianopentanoico mediante un biocatalizador (Figura 4.24). 

Esta transformación ha sido descrita en varias patentes109
,110 con biocatalizadores 

que poseen actividad de nitri lasa o una combinación de nitrilo hidratasa y amidasa. 

Algunas estrategias para destruir selectivamente la actividad nitrilo hidratasa no 

deseada de Acidovorax facilis 72W son el tratamiento de las células con calor 

(alrededor de 50 OC) 109 o inmovilización en alginato, seguida por entrecruzamiento 

con glutaraldehído y polietilenimina.111 

Cuando el. dinilrilo está sustituido asimétricamente en el átomo de carbono ro, la 

nitrilasa produce la sal de amonio del ácido ro-cianocarboxílico, con regiosetectividad 

mayor a 98% (Figura 4.24). El ácido 4-cianopentanoico es un material inicial para la 

manufactura de la 1.5-dimeti lpiperidona, cuyas aplicaciones industriales son 

múltiples. 

107 Gavagan el al. J. Org. Chem. 1998, 63, 4792. 
10& Hann, E. C.; Sigmund, A E.; Hennessey, S. M.; Gavagan, J. E.; Short, D. R; Chauhan, S.; Fallon, R. D.; 

DiCosimo, R. Org, Process Res. Oev. 2002, 6, 492. 
109 DiCosimo, R et aJo U.S. pat. 5,81 4,508, 1998. 
110 DiCosimo, R. el. al. U.S. pat. 6,066,490, 2000. 
111 a) DiCosimo, R ef al., U.S. pat 6,551,804,2003. b) OCosimo, R er al. J. Mol. C<i.af, B: Enzym. 2001 , 11. 

295. e) Hann, E. C.; Si¡;,nund, A E.; Hennessey, S. M.; Gavagan, J.E.; Short, D. R ; Ben-Bassat, A ; Chauhan, 
S.; Fallon, R. D.; Payne, M. S. ; DiCosimo, R. Org. Process Res. [)ev. 2002, 6, 492. 
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('CN 

./---CN 

8<iJ 
A. (aa/lis 72WJ:co NH _______ . 2 3 

H20 CN Pd/C H2 

Figura 4.24. Síntesis de ácido 4-cianopentanoico, precursor quimico de la 1,5-dimetiiJiperidona. 

4.7.7. Malonamidas 

Redentemente , Wu y U112 describen la síntesis práctica de ácidos malonámicos a ,a

disustituidos ópticamente activos (Figura 4.25), mediante la hidrólisis enantioselectiva 

de una variedad de malonamidas a ,a-disustituidas empleando la actividad de una 

amidasa altamente enantioselectiva de Rhodococus sp. CGMCC0497 , con altos 

rendimientos del isómero R, como se registra en la Tabla 4.2. Los productos 

obtenidos pueden ser posteriormente transformados en aminoácidos a ,a

disustituidos enantioméricamente puros. 

CONH2 

R~CO NH 2 
Rhodococcus sp. CGMCC 

Figura 4.25. Asimetrización de ácidos maionámicos a,a-disustituidos. 

Tabla 4.2. i-lidr6iisis enantioselectiva de algunas a-metilmalonamidas a-sustituidas con Rhodococcus 
sp. CGMCC 0497.100 

R T Rendimiento ee 

._._ .... _ .......... _ . (oC) (%) .. _ .... _. __ .... _._ ........ __ ........................ _ ..........• _._._ .... _ ......... .............. ~L 
G,;H, 30 94 97 

G,;H, 20 94 97 
o-CIG,;H, 30 94 97 
m-CICsH4 30 94 95 
p-CIG,;H, 30 94 >99 

C6H5CH2 20 92 >99 

G,H, 30 94 81 

112 Wu, Zhong-Uu y U, Zu-Yi. J. Org. Chem. 2003, 68, 2479. 
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4.7.8. Cianoésleres 

Para la preparación de monoésteres de ácidos carboxílicos a partir de los 

correspondientes danoésteres, Chauhan 113 reportó la aplicación de la nitrilasa de 

Acidovorax 'aGilís 72 W (Figura 4.26). 

Nitrilasa purificada de 
AcídovorBX fs eilis 72 W 

Figura 4.26. Sintesis del hemisuccinato de metilo 

113 Chauhan el aJ., U.S. pat 6,455,730, 2002. 
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5. PARTE EXPERIMENTAL 

El seguimiento de las biotransformaciones se realizó mediante cromatografía de 

liquidas de alta resolución (HPLC) en un equipo Waters 600E, con integrador 746 Y 

detector de UV 486, con una columna Symmetry C,. 3.5 f1I11 de 4.6 x 75 mm. Los 

cultivos bacteriológicos se real izaron en un agitador orbital marca Forma Scientific; 

para el aislamiento de la biomasa, se empleó una centrífuga Beckman Avanti J-25-1; 

para la ruptura de las células se empleó un aparato de ultrasonido Ultrasonic 

Processor modelo CV 26; la amplificación del ONA se realizó en aparato 

termociciador MJ Research modelo PTC-200. Los puntos de fusión fueron 

detenninados en un aparato Fisher Johns IL 684 Y no están corregidos. Las 

rotaciones específicas fueron determinadas en un polarímetro Perkin-Enner 341 , 

utilizando una celda de 1 dm de longitud; para la medición se utilizó la linea o del 

sodio (589 nm) a la temperatura del compartimiento de muestra del aparato (aprox. 

20 OC). Las rotaciones específicas se informan junto con el disolvente empleado en 

la determinación, así como la concentración de muestra en g/100 mL. Los excesos 

enantioméricos (ee) fueron determinados por HPLC en una columna quiral 

CHIRALCEL OO. Los espectros de RMN de ' H y "c se obtuvieron en 

espectrómetros JEOL Eclipse+40 a 400 MHz, Varian Gemini 400 MHz y Bruker a 

300 MHz. Se utilizaron como disolventes COCI3 , OMSO-d6 y 0 , 0 ; TMS cerno 

referencia interna. Los desplazamientos químicos se reportan en ppm a partir del 

TMS. Para indicar la multiplicidad de las señales en RMN ' H, se utilizan las 

abreviaturas: (s) simple, (d) doble, (t) triple, (e) cuádruple, (q) quintuple, (sept) 

séptuple, (m) múltiple. Las señales cemplejas se indican utilizando dos o más de 

estas abreviaturas. Los espectros de infrarrojo fueron registrados en un 

espectrofotómetro Perkin Elmer paragon 1000. 

El seguimiento de las reacciones químicas se realizó mediante cromatografía en 

capa fina (CCF), empleando placas de gel de silice sobre aluminio ALUGRAM® SIL 

GN'54. 
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Las células se cosecharon en una centrífuga Beckman-Coulter modelo J25 con un 

rotor JLA-10.500. 

Las materias primas empleadas para síntesis fueron adquiridas de Aldrich Chemical 

Co., de grado analítico. Los disolventes para reacciones químicas fueron adquiridos 

en Organización Alvi, SA de C.v. , y fueron destilados antes de usarlos. Los 

reactivos para PCR fueron grado biología molecular, adquiridos de Stratagene. Los 

disolventes para HPLC fueron adquiridos de Tecsiquim, S. A. de C. v. 

El medio minimo salino sólido 1 (MMSS-1) tuvo la siguiente composición por litro: 0.3 

9 de KH,PO,; 0.7 9 de K,HPO,; 0.5 9 de MgSO,·7H, O; 0.01 9 de FeSO,; 10 9 de 

glucosa, 1 mL de una mezcla 1:1 de valeronitrilo-benzonitrilo y 15 9 de agar. El 

medio mínimo salino sólido 2 (MMSS-2) tuvo la siguiente composición por Irtro: 0.3 9 

de KH,PO,; 0.7 9 de K,HPO,; 0.5 9 de MgSO,·7H,O; 0.01 9 de FeSO,; 1 mL de una 

mezcla 1:1 de valeronitrilo/benzonitrilo y 15 9 de agar. El medio mínimo salino 

liquido (MMSL) tuvo la siguiente composición por litro: 0.3 9 de KH,PO,; 0.7 9 de 

K,HPO,; 0.5 9 de MgSO,·7H,O; 0.01 9 de FeSO, y 1.01 9 de benzonitrilo. El medio 

nutritivo liquido Luria Bertrani (LB) fue preparado con 10 9 L-1 de hidrolizado de 

caseína, 5 9 L-1 de extracto de levadura, 9 9 L-1 de cloruro de sodio y 1 9 L-1 de 

Na2HP04. Todos los medios de cultivo fueron esterilizados a 121°C durante 20 min y 

la adición de los nitrilos se realizó a 45 oC, después de la esterilización. 

La solución amortiguadora de pH 7.7 para sonicación se preparó empleando la 

siguiente composición: 7.4 gIL de EDTA, 11 .18 9 L-1 de KCI y 12.11 9 L-1 de TRIS, 

ajustado a pH 7.7. La solución amortíguadora de RNAsa de pH 8.0 contenía 1 

unidadlmL de RNAsa en solución de TRIS 10 mM. La solución Ringer se preparó 

con 8.6 9 L-1 de NaCI, 0.3 9 L-1 de KCI, 0.33 9 L-1 de CaC!,. 
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5.1 . Síntesis químíca 

APTS 

OAe 

~O A e 
o 

~ H Ac,O 
• 

2 9 

Diaeetato de einamaldehido (9). En un matraz de tres bocas de 500 mL. equipado 

con agitación mecánica. embudo de adición y termómetro. se disolvieron 40 9 (303 

mmoles) de cinamaldehido comercial y 200 mg (1.05 mmoles) de ácido p

tolue n su~ónico (APTS); se ajustó la temperatura a 35 oC y se adicionaron 30 mL (317 

mmo\es) de anhídrido acético durante 25 min, manteniendo la temperatura entre 35 y 

45 oC. Terminada la adición se mantuvo a 35 oC durante 6 horas y a temperatura 

ambiente durante 16 horas; se adicionaron 40 mL de hexano y se agitó entre - 5 Y 1 

oC durante 1 hora , se fi ltró, se lavó con una mezcla hexano-acetato de eti lo 7:3 (3 X 

20 mi) y se secó a temperatura ambiente hasta peso constante, con 10 que se 

obtuvieron 55.71 9 (79.6 %) del diacetato de cinamaldehido (9) con punto de fusión 

de 97-84 oC (Lit. 114 84-86 OC). 

' H RMN: (CDCI" 400 MHz) (5) : 2.14 (s, 6H), 620 (dd, lH, J = 14.416.4 Hz), 6.86 (d , lH, J =16 Hz), 
7.25·7.42 (m, 6H). 

OAe OAe 

~OAe'_p _ :,:, 2c _ _ • ~OAe 

9 3 

Diaeetalo de hidroeinamaldehido (3). En una botella de hidrogenación de 500 mL 

se disolvieron 45 9 (192.3 mmoles) del diacetato de cinamaldehido (9) en 90 mL de 

'1 ~ Kochhar, K S.; Sal, B. S.; Deshpande, R P.; Rajadhyaksha, S. N.; Pinnick, H. W. J . Org. Chem. 1983, 48, 
1765. 
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acetato de etilo y 480 mg de Pd/C al 10 % . Se hidrogenó a 4 kg/cm2 hasta reacción 

completa, verificando el fin de la reacción por CCF; sistema hexano-metil terbutil éter 

95:5. Se filtró el catalizador y el filtrado se evaporó hasta sequedad en rotavapor, el 

residuo se destiló a presión reducida, colectando la fracción de punto de ebullición de 

100-115"C a 0.005 mm Hg. (Lit' 14 185-19010.7 mm Hg) 41 .7 9 (91.9 %). 

'H RMN (COCh, 400 MHz) (o): 2.06 (s, 6H), 2.08-2.13 (m, 2H), 2 .69-2-73 (m, 2H), 6.83 (1, 1H, J= 9.2), 

7.17-7.30 (m, 5H). 

OAc 

~OAC NaCN 

• 

3 

o 

11 

H 
N 
)=0 

N 
H 

5-Feniletilhidantoína (11), Se taró una probeta de 500 mL con 320 mL de hidróxido 

de amonio al 13.48 % y se pasó una corriente de C02 a una temperatura entre O y 5 

oC hasta que el peso se incrementó en 27.9 g. Esta solución se adicionó a un reactor 

de acero inoxidable que contenia 100 9 del diacetato de hidrocinamaldehido (3) 

disueltos con 100 mL de metanol. El reactor se cerró y se calentó con agitación 

magnética durante 2 horas entre 80 y 82 oC. Se transfirió la mezcla de reacción a un 

matraz de 3 bocas con agitación mecanica y se destiló a presión atmosférica, 

colectando aproximadamente 210 mL de destilado. El residuo se enfrió a 25 oC y se 

ajustó el pH a 4.0 con ácido clorhidrico 10 N. La suspensión se enfrió entre O y 5"C 

durante 1 hora, el sólido se filtró, se lavó con agua y se secó a 60 oC hasta peso 

constante. Se obtuvieron 63.07 9 (73.3 %) de la 5-feniletilhidantoína (11) p.f. 159-

161 "C (lit'15163-165 OC). 

RMN 'H (DMSO-d6, 300 MHz) (o): 1.89-2.12 (m, 2H) , 2.73 (1, 2H, J = 7.9 Hz) , 3.32 (s, 1H) , 4 .10 (dd, 
1 H, J = 4.68, 7.21 Hz) ,7.16-7.32 (m, 5H). 

RMN "c (DMSO-d6, 75 MHz) (o): 30.87, 33.80, 58.20, 126.24, 128.48, 128.56, 141 .02, 158.97, 
177.09. 

1 1 ~ Jwasaló, G.; l<imura , R , Numao, N.; Kondo, K Chem. Pharm. Bulf. 1989, 37(2), 280. 
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IR V",a (KBr), (cm") 3287, 3168 , 3027. 2939, 1778 , 1716. 

11 

H 
N 
FO 

N 
H 

• 

CO,H 

~ N ~ • 

12 

DL-homofenilalanina (12). En un reactor de acero inoxidable de 1 L se cargaron 

81 .73 g (0.402 mol) de 5-feniletilhidantoina (11 ), 400 mL de agua y 48.31 g (1.207 

mol) de hidróxido de sodio. La mezcla se calentó con agitación a 130-132 oC durante 

4 horas. Se verificó la terminación de la reacción por eeF, sistema butanol-ácido 

acético-agua (60:20:20). La mezcla de reacción se transfirió a un matraz redondo de 

2 L, se adicionó 1 g de carbón activado y se calentó a ebullición durante 5 minutos; 

se filtró sobre celita y se lavó con agua. Se ajustó el pH a 6.31 con ácido clorhídrico 

concentrado, se enfrió entre O y 5 oC durante una hora, se filtró, se lavó con agua y 

se secó a 60·e con vacio hasta peso constante. Se obtuvieron 53.63 g (74.33%) de 

oL-homofenilalanina (12) con p.f. 279-280·e (lit '16 280-282 ·e). 

RMN 'H (0,0, 300 MHz) (O) : 1.93-2.15 (m, 2H), 2.50-2.67 (m, 2H) . 3.89 ~ , 1 H. J = 6.34 Hz) , 7.11 -7.19 
(m. 5H) . 

RMN "c (0,0 , 75 MHz) (5): 30.58, 31.72. 52.57, 126.90, 128.75, 129.08 , 140.26 , 171.99. 

IR V"'D (Nujol) , (cm"') 1578 , 1518, 1455 , 1407, 742, 694 . 491 . 

Co,H 

__ A_~~O ____ • ~ NH 
NaOH U Aa 

12 4 

DL-N-acetil-homofenilatanina (4). En un matraz de tres bocas de 500 mL provisto 

de agitación mecánica, se adicionaron 12.5 g (69.7 mmol) de la OL-homofenilalanina 

(12), 11 5 mL de agua y 2.79 g (69.7 mmol) de hidróxido de sodio. La mezcla de 

lIS Aldrich Galalog Handbook o( Fne ChemicaJs, Milwaukee: Aldrich Chemical Co. 2003-2004. No. cat 294357. 
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reacción se enfrió a 0-10 oC y se adicionaron 9.26 9 (90.6 mmol) de anhídrido acético 

manteniendo el pH entre 11 -12 con hidróxido de sodio al 50% y la temperatura por 

debajo de 10 oC . Se mantuvo a la misma temperatura durante 1h más, verilcando la 

terminación de la reacción por CCF (isopropanol-nidróxido de amonio 70:30). El pH 

de la reacción se ajustó a 2 con ácido clorhídrico 10 N, se enfrió a 0-5 OC; durante una 

hora, se filtró y se lavó con la mínima cantidad de agua para obtener 13.8 9 (89.5%) 

de la DL-N-acetil-nomofenilalanina (4), con p.f. 145-147 oC (1it. 117 147-148°C). 

RMN ' H (OMSO-d6, 300 MHz) (o) : 1.91 -2.20 (m, 2H), 2.02 (s, 3H), 2.73 (m, 2H), 4.35 (dd, 1H, J = 
' .69, 9.19Hz,), 7.15-7.31 (m, 5H). 

RMN nC (OMS0-d6, 75 MHz) (o): 21.33, 32.11 , 33.50, 5229, 126.14, 128.49, 128.49, 141 23, 172.44, 
174.46. 

IR Vmax (KBr), (cm"): 3336. 1911, 1696, 1612, 1551, 11 22, 974 , 698. 

6 1 

D-homofenilalanina (1). Una suspensión de 396 mg (1.79 mmoles) de D-N-acetil

homofenilalanina (6) en 10 mL de ácido clorhídrico 1 N se calentó a renujo durante 

tres horas, verilcando la completa hidrólisis mediante CCF (acetato de etilo-ácido 

acético 99: 1). Se ajustó el pH de la mezcla de reacción a 6.4 con hidróxido de sodio 

al 50%, se enfrió a 0 - 5 oC durante 1 hora y se filtró el sólido blanco precipitado , el 

cual se lavó con agua y se secó a 60 oC hasta peso constante. Se obtuvieron 248 

mg (77.4%) del producto blanco, identificado por medio de su rotación específica: 

[a lo25 = - 45.4° (c=1, HCI 3 N) [Lit.'18 [a lo25 = - 45.00 (1, HCI 3 N)). 

RMN 'H (D,O.NaOD, 400 MHz)(o): 1.69-1.85 (m, 2H), 2.54 (1, 2H, J = 8 Hz) , 3.15 (1, 1 H, J = 6 Hz), 

RMN " c (D,O.NaOD, 10Q.6 MHz) (Ii): 31.78, 37 .19, 56.02, 126.12, 128.56, 128.73, 141 .23, 142.35, 
18320. 

IR v ..... (KBr) , (cm"): 3435, 3022, 2927, 2600, 1583, 1515, 1408. 

117 Andraco, J.; Smith, D.; Hartung, W. H. J. Phann. Sci. 1961 ,50, 337. 

11I Aldrich Catahg Handbook o( File Chemicals, Milwaukee: Aldrich Chemical Co, 2003-2004. No. cato 294365. 
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OAe o 

~OAe KOH ~H • 
MeOH 

3 10 5 

Clorhidrato de Dl-2-amino-4-fenilbutlronilrilo (5). Se disolvieron 22 g (93.18 

mmoles) del diacetato de hidrocinamaldehído (3) en 25 mL de metanol. se enfrió 

entre O y 5 oC y se adicionaron 99.7 mL de una solución 0.93 N de hidróxido de 

potasio en metanol durante 30 minutos, manteniendo la temperatura entre O y 3 OC. 

Al finalizar la adición se verificó la terminación de la reacción por CCF (hexano-metil 

terllutil éter 95:5), observando completa hidrólisis. por lo que se concentró hasta 

sequedad en rotavapor, el residuo se suspendió en 40 mL de agua y se extrajo con 

acetato de etilo (2 X 20 mL). Los extractos se secaron sobre suWato de sodio anhidro 

y se evaporaron al vacío en rotavapor hasta eliminación completa del disolvente. Se 

comparó por CCF (hexano-AcOEt 7:3) con una muestra de hidrocinamaldehído 

(Aldrich) y se observó una sola mancha, sin contaminación de 3-fenil-1-propananol. 

Se obtuvieron 11 .5 9 de hidrocinamaldehído (10) como un líquido incoloro, con no7:6: 

1.5240 (lit. '" 1.5230). Este compuesto. sin purificar, se adicionó lentamente sobre 

una solución fria preparada a partir de 11 .6 mL de hidróxido de amonio al 28 % en 

18.6 mL de agua, 1.68 g (34.27 mmoles) de cianuro de sodio y 3.07 g (57 .39 

mmoles) de cloruro de amonio. manteniendo la temperatura intema entre O y 5 OC. 

Después de la adición, se dejó subir la temperatura hasta ambiente y se agitó 

durante 3 horas. Se extrajo con éter (3 X 10 mL). y la fase orgánica se extrajo con 

ácido clorhídrico 3 N (3 X 5 mL). se mezclaron los extractos ácidos y se lavaron con 

10 mL de éter, se concentró la solución acuosa hasta sequedad en rotavapor, se 

adicionaron 20 mL de isopropanol al residuo y se concentró nuevamente. Se repitió 

la adición y destilación de isopropanol, obteniendo 7.63 9 de un sólido casi blanco 

que se suspendió en acetato de etilo, se filtró , se secó a 40 OC hasta peso constante, 

119 Aldrich Catabg Handbool< of File Chemica/s, Milwaukee: A1drich Chemical Co. 2003-2004. No. cato 393193. 
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obteniendo 5.35 g (31.8 %) del dorhidrato de oL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5). 

' H RMN (0,0, 400 MHz) (5): 2.31-2.32 (m, 2H), 2.82-2.96 (m, 2H), 4 .41-4.45 (m, lH), 7 .31-7.39 (m, 
5H). 

"e RMN (0,0, 100 MHz) (li): 30.75, 32.00, 4129, 115.86, 127.19, 128.76, 129.19, 139.15. 

~CO,H ' ¡SOCI, . . ~CON H , SOC I ~ ~C N 
~ 2) NH .O H~ ~ 

13 14 

DL-2-{4-isobutilfenil)propionilrilo) (14). En un matraz de 250 mL, equipado con 

refrigerante y trampa con hidróxido de sodio al 20 % para la absorción de gases 

ácidos, se colocaron 43.74 g (212 mmoles) de DL-Ibuprofeno y 19.33 mL (271 

mmoles) de cloruro de tion ilo; la mezcia se agitó a temperatura ambiente durante una 

hora y luego se calentó a temperatura de reflujo por dos horas; se dejó a 25 oC 

durante 16 horas. El exceso de cloruro de tionilo se destiló a presión reducida y el 

residuo líquido se adidonó lentamente y con agitación mecánica sobre una mezda 

de 120 mL de hidróxido de amonio al 28 % Y 100 g de hielo. Esta mezcla se agitó 

durante media hora a una temperatura de O a 5 OC, se filtró, se lavó con agua (2 X 30 

mL) y se secó a 60 oC hasta peso constante, con lo que se obtuvieron 37.49 g 

(86.12%) de OL-2-(4-isobutilfenil)propionamida (13), con punto de fusión 112-114 oC 

(Lit.'20 107-109 oC). 

En un matraz de 250 mL, equipado con refrigerante y trampa para gases, se 

suspendieron 20.5 g de 13 en 30 mL de tolueno, se adicionaron 10.6 mL (150 

mmoles) de cloruro de tionilo y se calentó a reflujo durante 1 hora (CCF; hexano

acetato de etilo 70:30). Se adicionaron 50 mL de agua, se separaron las fases y la 

fase orgánica se lavó con 20 mL de solución de bicarbonato de sodio al 5 %, se secó 

sobre sulfato de sodio anhidro y se concentró en el rotavapor. El residuo se destiló a 

presión reducida, colectando como fracción principal 15 9 (80.2 %) de un líquido con 

120 Snell, D.; CoIby, J. Enzyme Mícrob. Tech. 1999, 24, 160. 
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p. eb. 98-100 oC I 0.5 mm Hg. (Lit'21 85-90 oC I 0.15 mm Hg) que comesponde a 

(14). 

' H RMN: (CDCI. 400 MHz) ( ~ ) : 0.89 (d , 6H, J = 6 .4 Hz) , 1.84 (se pi, 1 H, J = 6.4 Hz), 2.47 (d, 3H, J = 
8.0 Hz) , 3.82 (c , 1H, J = 9.0 Hz), 7.15 (d , 2H, J = 8.0 Hz), 725 (d, 2H J = 8.0 Hz). 

o 

~ H 
\ 
CN 

DABCO 
• 

OH 
~CN 

U 11 
15 

3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropionitrilo (15).'" A una solución de 10 9 (94.3 

mmoles) de benzaldehido y 15 9 (283 mmoles) de acri lonitrilo en 100 mL de metanol, 

se adicionaron 10 9 (89.15 mmoles) de 1,4-diazabiciclo[2.2.2)octano (DABCO) 

disueltos en 28 mL de agua. La solución se dejó a temperatura ambiente durante 66 

horas, se concentró hasta sequedad en el rotavapor, se adicionaron 25 mL de agua, 

y se extrajo con acetato de etilo (3 X 15 mL). La fase organica se lavó con solución al 

20 % de bisulfito de sodio (3 X 10 mL). se secó sobre sulfato de sodio anhidro y se 

concentró en rotavapor. El residuo líquido amarillo claro (14.86 g) se destiló a 

presión reducida, obteniendo 8.33 9 (56 %) de la fracción que destiló a 120-125 oC I 

1 mm Hg. (Lit. 123 110·C I 0.95 mm Hg) como un líquido incoloro y corresponde a 

(15). 

' H RMN (CDCI" 400 MHz) (o): 3 .04 (b , 1H), 5.22 (s. 1H). 6 .01 (d . 2H , J= 29.6 Hz), 7 .39-7.33 (m, 5H). 

n C RMN (CDCI,. 100 MHz) (O) : 73.87, 116.85. 125.85. 126.22, 128.58 , 129.65, 138.79. 

o 

~ 

12 1 Hiyama, T.; Inoye, M.; Sarto, K Synthesis 1986, 645. 
112 Cai, J .; Zhou, z. ; Zhao, G.; Tang, C. Org. Len. 2002, 4(26), 4n3. 
123 lmagawa, T. Synlhetic CommtKl. 1984, 14(1 3), 1267. 

OH 

~ CN 

V 
16 
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3-Hidroxi-3-fenilpropanonitrilo (16). Se disolvieron 24.42 g (375.3 mmoles) de 

KCN en 90 mL de agua, se agregaron 200 mL de metanol y, enfriando a O oC, se 

adicionaron 9.12 g (76.05 mmoles) de óxido de estireno. La mezcla se agitó entre -5 

y O oC durante 30 minutos y luego a temperatura ambiente durante 16 horas, 

verificando la terminación de la reacción por CCF (hexano-AcüEt 9: 1). Se 

adicionaron 22 .5 mL de ácido acético, se concentró al vacío hasta un volumen de 80 

mL y se extrajo con ACüEt (3 X 15 mL). El extracto orgánico se secó sobre sulfato 

de sodio anhidro, se concentró hasta sequedad y el residuo se fraccionó a presión 

reducida, colectando la fracción que destiló a 106-108 OC 10.050 mm Hg (Lil. '" 120 -

125'C 10.1 mm Hg). 

' H RMN (CDCI" 400 MHz) ( ~ ) : 2.73 (d, 2H, J = 6.21 Hz), 3.0-3.4 (b, 1H), 4.95-5.01 (m, 1H), 7.28-7.43 
(m, 5H). 

" e RMN (CDCI. 100 MHz) (O): 28.01 , 69.99 , 117.64 , 125.27, 128.84 , 141.24. 

124 Reetz. M. T. Chem. Ber. 1985, 118(4), 1421. 
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5.2. Parte biocatalítica 

5.2.1. Polvos acetónicos de rinón de mamífero 

5.2.1.1. Procedimiento general para la preparación de polvos acetónicos de 

rinón de mamíferos. Los riñones del mamífero recién sacrificado se transportaron 

en hielo al laboratorio, se cortaron en trozos pequeños eliminando el tejido adiposo, 

se licuaron con acetona tría, empleando una relación de 3 mL de acetona por cada 

gramo de tejido de riñón y la suspensión se filtró al vacío. El proceso de licuado y 

filtración se repitió dos veces más, y el polvo acetónico resultante se secó 

extendiéndolo sobre un papel bajo la campana. Una vez libre de acetona, cada uno 

de los polvos acetónicos se tamizó a través de un tamiz de 20 mallas y se guardó en 

frascos henméticos a - 20 oC , obteniéndose entre 15 y 18 % del polvo acetónico de 

color café claro. 

5.2.1.2. Resolución enzimática de la DL-N-acetil-homofenilalanina. Se disolvieron 

5 g de DL-N-acetil-homofenilalanina (6) en 125 mL de solución amortiguadora de 

fosfatos 0.2 M de pH 7.5, con 10 mg/L de doruro de cobalto; se ajustó nuevamente el 

pH a 7.5 con hidróxido de sodio 6 M Y se dividió en 5 fracciones de 20 mL cada una 

en matraces E~enmeyer de 125 mL. A cada matraz se adicionaron 250 mg de 

polvos acetónicos de riñón de una de las especies estudiadas (ovino, porcino, perro, 

rata y bovino), y los matraces se incubaron con agrtación orllital a 250 JjJm, 37 oC. A 

las 24 horas, los matraces correspondientes a los polvos acetónicos de ovino, 

porcino y bovino mostraron un considerable incremento en turbidez. Los matraces 

con los polvos de perro y rata se mantuvieron durante un total de 90 horas, 

mostrando sólo la turbidez original. Cada una de las mezclas de resolución fue 

sometida al siguiente protocolo: 

La mezcla se enfrió en baño de hielo, se ajustó el pH entre 11 y 11 .5 con hidróxido 

de sodio 6 M Y se centrifugó a 5000 JjJm. Se ajustó el pH del sobrenadante entre 6.3 

y 6.4 con ácido dorhídrico 10M; el precipitado se filtré y el filtrado se conservó para 

el aislamiento de la D-N-acetil-homofenilalanina. 

46 



5. Parte experimental 

El sólido crudo se disolvió con 25 mL de solución 1 M de ácido clortlidrico, se 

decoloró con carbón activado y la solución se filtró sobre celita, se ajustó el pH entre 

6.3 y 6.4 con hidróxido de sodio 6 M Y se enfrió a O - 5 oC durante 1 hora. El 

producto sólido se filtro y se secó a 60 oC hasta peso constante. 

Los rendimientos obtenidos y las rotaciones específicas registradas para la l 

homofenilalanina obtenida en cada experimento se muestran en la Tabla 6.1. Los 

excesos enanUoméricos, que se presentan en la misma Tabla, fueron determinados 

mediante el análisis por HPLC de los correspondientes ésteres metílicos en una 

columna quiral. 

A partir del filtrado reservado previamente en cada ensayo, se aisló la D-N-acetil

homofenilalanina de la siguiente manera: Se ajustó el pH del filtrado a 2.0-2.3 con 

ácido dorhídrico 10 M, se enfrió entre O y 5 oC durante 2 horas, se filtró y se lavó con 

agua fría; se secó hasta peso constante a 60 OC Y se recristalizó de acetato de etilo. 

En la Tabla 6.2 se reportan los rendimientos y rotaciones especificas para la D-N

acetil-homofenilalanina obtenida en cada experimento. Los excesos enantioméricos 

se determinaron sobre el éster metilico (18) correspondiente. 

5.2.1.3. Derivatización y análisis cromatográfico de los productos de la 

resolución enzimática. 

Ester metílico de la L-homofenilalanina (17). Se suspendieron 300 mg (1 .67 

mmoles) de la L-homofenilalanina (7) obtenida en cada uno de los experimentos de 

resolución con PAR de bovino, ovino y porcino en 6 mL de metanol anhidro, se enfrió 

en baño de hielo y se adicionaron, gota a gota, 156 microlitros (2.18 mmoles) de 

cloruro de tionilo. Se mantuvo en baño frío durante una hora más y luego a 

temperatura ambiente por seis horas. La mezcla se concentró a presión reducida y 

el sólido obtenido se disolvió con la mínima cantidad de agua fría , se alcalinizó con 

bicarbonato de sodio y se extrajo con acetato de etilo (3 X 5 mL). La solución se secó 

sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporó en rotavapor hasta sequedad. El éster 
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(17) se analizó por HPLC quiral en una columna CHIRACEL OD empleando, como 

fase móvil, una mezcla hexano~sopropanol 90:10; l. = 210 nm.; flujo: 1 mUmin. El 

tiempo de retención (tr) para el compuesto 17 fue de 9.35 min y para el isómero O fue 

de 14.10 mino Los resultados de este análisis, expresados como excesos 

enantioméricos (ee) de 17, se muestran en la Tabla 6.1. 

Ester metílico de la D-N-acetil-homofenilalanina (18). La D-N-acelil

homofenilalanina (6) obtenida en cada uno de los experimentos de resolución con 

PAR de bovino, ovino y porcino se trató con el mismo método descrito en el apartado 

anterior y se analizó por HPLC quiral en una columna CHIRACEL OD, empleando 

como fase móvil hexano-isopropanoI90:10; con l. = 210 nm y flujo de 1 mUmin. 

Los tiempos de retención registrados fueron los siguientes: para el éster metílico de 

la D-N-acetil-homofenilalanina (18), tr = 12.5 min; para el éster metilico de la l -N

aceti~homofenilalanina , tr = 14.8 mino Los resultados de este análisis, expresados 

como ee de 18, se muestran en la Tabla 6.2. 

5.2.1.4. Determinación de la actividad específica de la aminoacilasa contenida 

en el polvo acetónico de riñón de bovino. Se suspendieron 800 rng de polvo 

acetónico de riñón de bovino en 40 mL de solución amortiguadora de fosfatos 0.2 M 

de pH 7.5 Y la suspensión se sonicó en un baño de hielo con 30 % de amplitud (8 

pulsos de 20 s). El sonicado se centmugó a 27216 x g durante 30 minutos a 4 ·C y 

se determinó la concentración de proteinas totales del sobrenadanle (extracto 

enzimático) por el método del ácido bicinconinico.'25 

Se prepararon 25 ml de una solución 200 mM de N-acetil-Ol-homofenilalanina (4) 

en solución amortiguadora de fosfatos 0.2 M de pH 7.5, con 10 mglL de CoCb y se 

prepararon diluciones de las siguientes concentraciones: 10, 25, 50, 75. 100, 125, 

125 Smith, P.K; !<JaM, RI.: Hermanson, G.T. ; Mallia, AK. ; Gartner, F.H.; Fujmoto, EK: Goeke, N.M.; OIson, 
B.J.: Klenk, D.C. Anal. Biochem. 1985, 150,76; Erratum in: Anal. 8iochem. 1987163, 279. 
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150, 175 mM. De cada dilución se prepararon 6 tubos con 200 ~L de la solución y se 

enfriaron en un baño de hielo; a cada tubo se le adicionaron 200 ~L del extracto 

enzimático, se mezclaron y se incubaron a 30 oC con agitación orbital (200 rpm). 

Cada hora (hasta la hora 6) se tomó un tubo de cada dilución y se trató de la 

siguiente manera: se le adicionaron 200 IJL de ácido tricloroacélico al 50 %, se 

centrifugó a 27216 x g durante 10 minutos a 4 oC, se pasaron 350 ~L del 

sobrenadante a un tubo limpio y se le adicionaron 750 ~L de reactivo de ninhidrina, 

se inrubó a 82 oC durante 5 minutos, se enfrió a 4 "C, y se leyó la absorbancia a 507 

nm. 

Los valores de absorbancia se transformaron en unidades de concentración de L

homofenilalanina por interpolación en una curva estándar y se graficaron contra el 

tiempo en horas. Se determinó, por regresión lineal, las velocidades iniciales de 

cada dilución, como se muestra en la gráfica 6.1. A partir de estos datos se calculó la 

actividad específica de la aminoacilasa contenida en el polvo acetónico de riñón de 

bovino. 

5.2.2. Microorganismos degradantes de nitrilos 

Este estudio se realizó sobre un tolal de 19 muestras de suelo obtenidas de los 

estados de México, Hidalgb, Morelos y Veracruz, así como dos muestras de agua 

termal del poblado de Atotonilco el Grande, Hgo. La localización de los sitios de 

muestreo y las características del suelo se describen en la Figura 5.1 y la Tabla 5.1. 
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Mapa de Recolección de Muestras de Suelo 

• 

N 

A 

Figura 5.1. Regiones de muestreo de suelos 

5.2.2.1. Aislamiento de microorganismos degradantes de nitrilos. 

Procedimiento A. Se suspendieron 5 g de cada muestra de suelo (ver Tabla 5.1) 

en 90 mL de solución Ringer diluida 1:4, se agitó 5 minutos sobre Vortex y se dejó 

sedimentar. Se tomó una alícuota de 200 ).1L del sobrenadante y se inoculó en cajas 

Petri con MMSS-1. Las cajas se incubaron a temperatura de 28 'C , encontrando 

crecimiento en todas las muestras en períodos de 24 a 48 horas. 
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Procedimiento B. Se suspendieron 5 g de cada muestra de suelo (Tabla 5.1) en 

90 mL de solución Ringer diluida 1 :4, se agitó 5 minutos sobre Vortex y se dejó 

sedimentar. Se tomó una alicuota de 200 ~L del sobrenadante y se inoculó en 

MMSS-2. Se mantuvieron a temperatura de 28 'C en periodos de 3 a 7 días, 

descartando las muestras que no mostraron aecimienlo a los 7 días. 

Se observó crecimiento en las muestras 10, 11, 12, 13, 14 Y 17 Y se realizaron 

resiembras consecutivas de estos microorganismos en el medio anteriormente 

descrito, hasta obtener colonias aisladas. 

5.2.2.2. Selección de los microorganismos capaces de emplear benzonitrilo 

como única fuente de carbono y nitrógeno. 

Se sembró una colonia de cada una de las muestras anteriores en 25 mL del MMSL, 

al que se adicionaron 25 ~L de benzonilri lo como única fuente de carbono y 

nitrógeno, y se incubaron en periodos de hasta 7 días, observando crecimiento, 

desde las 48 h, únicamente en la muestra 17. La cepa de la muestra 17, nombrada 

V51B, fue conservada en tubos de glicerol al 50% a - 22 oC para su posterior 

identificación y estudio. 

5.2.2.3. Extracción de ADN de R. pyridinivorans V51B. Se creció la cepa V51B 

en 10 mL de medio líquido LB durante 18 horas a 37 'C con agitación orbital de 250 

rpm, se centrifugó a 18592 x g y se decantó el sobrenadante. Las células se 

resuspendieron en 200 ~L de solución amortiguadora de TRIS 10 mM y EDTA 0.2 

mM de pH 8.0 (solución amortiguadora TE), se adicionó 1 mg de lisozima y se incubó 

a 37 'C durante una hora, se agregaron 50 ~L de dodecilsuWato de sodio al 10%, se 

mezcló suavemente por inversión y se dejó reposar durante 15 minutos a 

temperatura ambiente. Se adicionaron 25 J.lL de solución de cloruro de sodio 5 M, se 

mezcló suavemente por inversión y luego se adicionaron 25 J.lL de una solución al 
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10% de bromuro de cetiltrimetilalmonio en NaCI O.7M; se mezdó suavemente por 

inversión y se incubó a 65 oC durante 15 minutos. Se agregó un volumen igual de 

cloroformo, se mezcló suavemente y se centrifugó a 27216 x g durante 5 minutos. 

Se transfirió la fase acuosa a un tubo limpio y se agregó un volumen de fenol-

cloroformo (1:1), se mezcló suavemente y se centrifugó a 27216 x g durante 5 

minutos. Se adicionaron 0.6 volúmenes de 2-propanol a la fase acuosa, mezclando 

hasta observar turbidez. Se dejó reposar durante 20 minutos en refrigerador (4 oC) y 

se centrifugó a 27216 x g durante 10 minutos. Se decantó el sobrenadante, se 

escurrió el tubo sobre papel absorbente, se adicionaron 500 ~L de etanol al 70 % Y 

se enjuagó por inversión, descartando el sobrenadante. El paso anterior se repitió 

tres veces. 

Se secó el AON en la centrífuga de vacío durante 5 minutos a temperatura ambiente, 

se adicionaron 25 f..lL de solución amortiguadora con RNAsa y se incubó a 37 oC 

durante 30 minutos. Se secó el AON a 50 DC con vacío, se resuspendió en 1 mL de 

solución amortiguadora TE y se guardó a -20 oC. 

5,2,2,4, Amplificación del ADN del gen que codifica para el RNAr 165. El ADN 

correspondiente al gen 16S RNAr de la cepa V51 B (1.5 kb) se amplificó por la 

técnica de PCR con el siguiente protocolo: 

A cada uno de dos tubos estériles para PCR, se adicionaron los siguientes reactivos: 

• 5.0 ~L de solución amortiguadora (Tris-HCI 50 mM de pH 8.3) 

• 0.5 ~L cebador Fd1 5'-CAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG-3' 

• 0.5 ~L cebador Rd1 5' -AAG GAG GTG A TC CAG CC-3' 

• 0.5 ~L dNTPs (0.5 mM c/u) 

• 0.5 ~L Pfu DNA polimerasa 

• 0.5 ~L de DNA cepa V51 B 

• 2.0 ~L de MgCI, 1.5mM (10 mg mL" ) 
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• 41~LdeH,o 

Éstos se sometieron a una reacción de PCR con el siguiente programa de 

termociclado: 

3 minutos a 95 oC , 1 ciclo 

1 minuto a 95 oC 

1 minuto a 48 oC 30 ciclos 

1.5 minutos a 68 oC 

10 minutos a 68 oC 1 ciclo 

El producto de PCR se analizó por electroforesis en gel de agarosa al 1 %, donde se 

observó la aparición de una banda de 1.5 Kb, la cual se purificó por electroforesis 

usando el sistema de purificación GFX PCR DNA and gel band purifica/ion kit 

(Amersham Biosciences, UK). El producto purificado (Figura 6.1) se envió a la 

Unidad de Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM para su 

secuenciación con los mismos cebadores con los que se amplificó el gen del RNAr 

16S. 

5.2.2.5. Biotransformaci6n de benzonitrilo con R. pyridin;vorans V51 B en 

MMSl. 

¡(yCN 

V 
R. pyridinivorans V51 B 

• 
¡(yC02H 

V 
Dos matraces E~enmeyer con 25 mL de MMSL fueron inoculados con la cepa V51B; 

un tercer matraz con MMSL se usó como blanco. Se adicionaron 25 ~L de 

benzonitrilo a cada uno de los tres matraces y se incubaron a 28 OC con agitación 

rotatoria de 170 rpm, observándose ligera turoidez a las 48 horas en los dos 

matraces inoculados. Manteniendo condiciones de esterilidad , se adicionaron 100 ¡.JL 
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más de benzonitrilo a cada uno de los matraces y se continuó la incubación bajo las 

mismas condiciones por cinco días más. Se mezcló el contenido de los dos matraces 

de reacción; la biomasa fue eliminada por filtración sobre una cama de celita, se 

ajustó el pH a 2 con ácido clorhídrico concentrado, se saturó con cloruro de sodio y 

se extrajo con acetato de etilo (5 X 10 mL). El extracto orgánico se secó sobre sulfato 

de sodio anhidro y se concentró a sequedad en rotavapor. El residuo sólido se 

recristalizó en agua, decolorando con carbón activado. El producto obtenido se 

comparó contra una muestra de ácido benzoico por CCF (tolueno-THF-ácido acético 

90:9:1), por HPLC (Tabla 5.2) y se verificó su identidad por comparación en infrarrojo 

con una muestra auténtica. 

5.2.2.6. Procedimiento general de obtención de biomasa de R. pyridinivorans 

V51B. Se inoculó la cepa V51 B por estriada en MMSS-2 y se incubó a 30'C hasta la 

aparición de colonias bien definidas (48 horas). Se tomó una colonia y se inoculó en 

un tubo de cultivo con 10 mL de medio líquido LB; se incubó a 30 oC por 14 a 18 

horas con agitación orbital (250 rpm); se transfirió, en condiciones estériles, a un 

matraz con 250 mL de medio liquido LB conteniendo 250 ~ L de benzonitrilo, y a las 6 

horas se adicionaron nuevamente 250 mL de benzonitrilo y se incubó a 30 oC 

durante 24 horas con agitación orbital de 250 rpm. El contenido se transfirió, en 

condiciones estériles, a otro matraz conteniendo 800 mL de medio líquido LB y 1 mL 

de benzonitrilo. Se incubó nuevamente en las mismas condiciones entre 20 y 24 h, 

hasta que la dilución de una alícuota 1: 1 O mostró una absorbancia de entre 0.38 y 

0.4 a 562 nm. 

Las células se cosecharon por centrifugación a 10,000 X 9 durante 20 min a 4 'C , se 

lavó la biomasa dos veces con solución amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 7, 

cenlrifugando durante 20 min a 10,000 X g. La biomasa se conservó a 4 'C. En 

d~e re ntes lotes, se obtuvieron entre 4 y 7 g de biomasa húmeda por litro de medio. 
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5.2.2.7. Biotransformaclón de benzonitrilo con células integras de R. 

pyridinivorans V51B. Se suspendieron 5.46 g de biomasa de la cepa V51B en 136 

mL de una solución amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 7.5 Y se adicionaron 

182 mg de benzonitrilo (relación 1 :30 sustrato biomasa). La mezcla se incubó a 30 

oC con agttación orbital de 200 rpm, siguiendo la reacción por HPLC cada 30 min. Se 

observó la completa transformación del benzonitri!o a los 130 minutos de incubación. 

La mezcla se filtró sobre celita, se ajustó el pH a 2 con ácido clortlidrico 10 M Y se 

evaporó hasta sequedad en rotavapor. El residuo sólido se suspendió con 40 mL de 

acetato de etilo, se trató con carbón activado, se filtró, se concentró hasta sequedad 

y se recristalizó en agua. Los resultados se muestran en la Tabla 6.4. 

5.2.2.8. Biotransformación de fenilacetonitrilo con células integras de R. 

pyridinivorans V51 B. 

R pyridinivorans V51B 
• 

Se suspendieron 2.73 9 de células integras de V51 B en 70 mL de solución 

amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 8.5, se adicionaron 89.6 mg de 

fenilacetonitri lo, relación 1 :30 sustrato-biomasa. La mezcla se mantuvo a 30 oC con 

agitación orbital de 200 rpm, siguiendo el curso de la reacción por HPLC (Tabla 5.2), 

observando completo consumo de fenilacelonitrilo en 15 h. Se filtró sobre celita, se 

ajustó el pH a 2.0 con ácido clortlidrico 10 M Y se concentró hasta sequedad en 

rotavapor. El residuo se suspendió en acetato de etilo, se calentó a ebullición con 

carbón activado, se filtró el material insoluble, se evaporó hasta sequedad y se 

recristalizó de acetato de etilo-hexano. Los resultados se muestran en la Tabla 6.4. 

5.2.2.9. Obtención del extracto intracelular de R. pyridinivorans V51B. 7g de la 

biomasa húmeda obtenida en el procedimiento descrito anteriormente se suspendió 

en 70 mL de solución amortiguadora de pH 7.7 para sonicación; se agregó 1 mg de 
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lisozima y se incubó a 30 OC durante 16 a 18 horas con agitación orbital de 100 rpm. 

La suspensión se enfrió en baño de hielo y se sometió a un protocolo de sonicación 

de 9 segundos con 48 % de amplitud X 9 segundos de reposo durante 3 periodos de 

10 min, controlando la temperatura entre 5 y 10 OC. Se centrifugó a 27216 x g 

durante 20 min, se decantó y al sobrenadan te se adicionaron 35 g de su~ato de 

amonio, para obtener un 70 % de saturación; se adicionaron 80 J.lL de 2-

mercaptoetanol y se guardó en refrigeración a 4 oC. El contenido total de proteinas, 

determinado por el método del ácido bicinconinico fue de 1.97 a 2.3 mg mL-'. 

5.2.2.10. Detenninación de la actividad especifica de la nitrilasa en el extracto 

intracelular de R. pyridinivorans V51 B. Se cent r~ug aron 600 ~L del extracto 

intracelular obtenido en el punto anterior (1 mi = 100 mg células húmedas); se 

desechó el sobrenadante y el sedimento se disolvió en 3.5 mL de solución 

amortiguadora de fosfatos 0.1 M de pH 7.5. Se prepararon diez tubos con 750 ~L de 

soluciones 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3, 0.4, 0.5, 0.75, 1 Y 2 mM de benzonitrilo en 

solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M de pH 7.5. A cada tubo se adicionaron 250 

¡..JL de la solución del extracto intracelular, equivalente a 0.14 mg de proteína total y 

se incubaron durante 5 minutos a 30 oC con agitación orbital de 175 rpm, deteniendo 

la reacción de todos los tubos por dilución con solución amortiguadora de fosfalos 50 

mM de pH 3. Las concentraciones de ácido benzoico producido en cada tubo se 

cuantificaron por HPLC, con base en una curva de calibración. Los datos se 

procesaron con el programa Prism 3.0, calculándose los valores de la actividad 

específica, la Km Y la VrT\ax. Los resultados se muestran en la gráfica 6.2. 
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5.2.2.11. Biotransfonnaclón de DL-2-amlno-4-fenilbutironitrilo (5) con células 

integras de R. pyrídínívorans V51 B. 

R. pyridínívorans V51 B .. x 
Se suspendieron 3 g de biomasa de la cepa V51B en 80 mL de una solución 

amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 7.0 Y se centrifugaron a 10000 X 9 durante 

15 mino Separadamente, se preparó una solución de 123 mg de clorhidrato de Dl-2-

amino-4-fenilbutironitrilo en 60 mL de una solución 100 mM de KH,PO" se dividió en 

4 partes, se ajustó el pH con hidróxido de sodio 5 M; la primer fracción a 7.0, la 

segunda a 7.5, la tercera a 8.0 y la cuarta a 8.5. Cada fracción equivale a 25 mg 

(0.156 mmoles) de la base libre del aminonitrilo (5). Se tomaron 200 ~L como 

control de cada solución. Se mezcló cada fracción con la biomasa de cada tubo de 

centrifuga (relación 1 :30 sustrato-biomasa) y se incubó a 30 oC con agitación orbital 

de 200 rpm, siguiendo el curso de la biotransformación por HPLC. 

El monitoreo de la biotransformación se realizó por HPLC, lomando una alícuota de 

200 ~ L cada dos horas durante las primeras 12 horas y posteriormente cada 24 

horas con el siguiente protocolo: 

Se mezcló cada alícuota con un volumen igual de la fase 1 para HPLC, se centrifugó 

a 3400 rpm, se separó el sobrenadante y se analizó por HPLC, observando 

descomposición gradual del aminonilrilo desde las primeras 2 horas y completa 

descomposición entre 3 y 7 días, sin observarse aminonilrilo restdual. El sedimento 

se suspendió en 10 mL de agua y se ajustó a pH de 9, se centrifugó y se analizó el 

sobrenadante por HPLC, comparando con muestras del sustrato 5 y de L

homofenilalanina (7). Los resultados se muestran en la Tabla 6.4. 
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5.2.2.12. Biotransformación de DL-2-amino-4-fenllbutironitrilo (5) con extracto 

inlracelular de R. pyridinivorans V51 B. 6 mL del extracto intracelular de la cepa 

V51B, conteniendo 2.3 mg mL" de proteinas totales, se centrifugaron durante 15 

min a 14000 rpm; el sobrenadante se descartó y el sedimento se disolvió con 4 mL 

de una solución 11 mM de clorhidrato de DL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5) en 

solución amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 7.5. El pH bajó a 7.22 y no se 

reajustó. Se incubó a 28-30 OC durante tres dias, siguiendo la biotransformación por 

HPLC cada 24 horas. A 105 tres dias se observaron sólo trazas de materia prima y no 

se detectó el producto esperado 7 en la mezcla de reacción. El blanco de 5 mostró 

degradación desde las 24 horas; agotándose a 105 tres días. 

5.2.2.13. Bíolransformacíón de aIras nnrilos con células ínlegras de R. 

pyridínivorans V51 B. 

R D
CN 

l A 

R, 

~C N 
R,N 

CN 

~ N~ 
R= H, ·OCH:3 
R, = H, -CI, -C ~ C H (CH:3n 

R2= H, -CH:J 
R3= H, =CH2 

Figura 5.2. Nitrilos sometidos a biotransformaci6n con células Integras de R. pyridinivorans V51 B. 

Los nitrilos que se representan en la Fig. 5.2 fueron sometidos a las condiciones de 

biotransfonnactón que se describen a continuación. 

Melodologia general. Se suspendió la biomasa húmeda recién obtenida de la cepa 

V51 B en 25 volúmenes de solución amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 7.5 Y 

se adicionó el nitrilo en una relación 1 :30 nitrilo-biomasa. En los casos de los nitrilos 

insolubles en este medio, se adicionó entre 5 y 20 % vlv de dimetilsulfóxido. Se 

incubó a 30 'C con agitación orbital de 200 rpm, siguiendo el curso de la reacción por 

HPLC (ver Tabla 5.2) cada hora durante las primeras 8 horas y posteriormente cada 

ocho horas, hasta las 24 horas. Los nitrilos que no mostraron transformación en 24 

horas se mantuvieron en las mismas condiciones hasta siete dias, analizando una 

muestra cada 24 horas. 
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En los casos en los que se observó el producto esperado de la biotransformadón, se 

procedió a su aislamiento, para lo cual la mezcla se filtró sobre celita, el pH del 

filtrado se ajustó a 2 con ácido dorhídrico 10M Y se concentró hasta sequedad en 

rotavapor; el residuo se suspendió en acetato de etilo, se calentó a ebullición y se 

trató con carbón activado, se filtró y se evaporó hasta sequedad. El residuo se 

recristalizó de acetato de etilo. Los resultados obtenidos de la biotransformación de 

los nrtrilos evaluados se reportan en la Tabla 6.4. 

5.2.2.14. Evaluación de la capacidad del extracto intracelular de R. 

pyridinivorans V51B para transformar diferentes nitrilos. 18 microtubos, cada 

uno con 1.5 mL del extracto intracelular de la cepa V51 B, fueron centrifugados a 

14000 rpm durante 15 min a 4 oC; se desechó el sobrenadante y el sedimento se 

utilizó para evaluar la biolransformación los nitrilos representados en la Fig. 5.2. El 

sedimento de dos de los tubos (aproximadamente 340 mg) fue mezclado con 3 mL 

de una solución 10 mM de cada uno de nitrilos preparada con solución 

amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 7.5, adicionando entre 5 y 20% de 

dimetilsu~óxido (DMSO). Las mezdas de reacción fueron incubadas a 30 OC con 

agrtación orbrtal de 200 rpm durante los tiempos que se registran en la Tabla 6.5, 

siguiendo el curso de la biotransformación por HPLC (Tabla 5.2). Se comparó en 

cada caso con los controles del sustrato, y en los casos en los que se observó 

consumo del nitrilo, se comparo con los correspondientes ácidos carboxílicos. Los 

rendimientos fueron cuantificados por HPLC y se muestran en la Tabla 6.5. 

5.2.2.15. Método analítico para el seguimiento de las biotransformaciones por 

HPLC. Se empleó una columna Symetry® C'8, de 4.6 X 75 mm. Como fase móvil se 

utilizó una mezda de solución amortiguadora de fosfatos 50 mM de pH 3.0 Y 

acetonitrilo, en diferentes proporciones. Los flujos empleados variaron entre 0.6 y 

1.0 mUmin. Se utilizó un detector de UV con longitud de onda variable. En la Tabla 

5.2 se resumen las condiciones del análisis para cada compuesto. 
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Preparación de las muestras para anális is: Cada alicuota de 200 ~L fue tratada 

de la siguiente manera: Se mezcló con 200 ~L de fase móvil, se centrifugó por 15 

min a 3400 rpm, se tomaron 150 ~L del sobrenadante y se finró a través de un 

acrodisco de nylon de 0.45 micras. 

Se inyectaron 10 ~L de esta solución para el registro de los cromatogramas, 

comparando contra blancos del sustrato y de biomasa, así como estándares de 

sustrato y de producto esperado. Los tiempos de retención (tr) observados se 

registran en la Tabla 5.2. 

Tabla 5.2. Método analítico para el seguimiento de las biotransformaciones por HPLC. 

Compuesto 
Fase Ir Flujo .. 
móvil (min) (mUmín) (nm) 

benzonitrilo a ,_6.58 • 1 240 ..... 'K,~ " _, 

fenilacetonilrilo a 8.14 1 240 
"',- . 

2 -fenilpropionitrilo · a 13.49 1 220 
3-llidroxi-2-metilen:3-fenilpropionitrilo a 4.76 1 240 

• 
3-llidroxi-3-fenilpropionitrilo a 3.31 • 1 240 
4-meloxibenzonitrilo a 8.49 1 240 --.... _ ... .. 
4--clorofenilacetonitnlo b 2.72 '". 1 220 
DL -2-(4-isobutilfeni l) propionitrilo) b 9.90 1 220 

"" " "' . ~ ' - N.v.Y, • .,,-, 
2-amino-4..fenilbutironitrilo a 2 .86 0.6 220 
benzamida a 1.52 1 240 
ácido tenilacético a ," . 

3.62 1 240 
ácido benzoico a 3.23 1 240 
ácido p-anisico a 3.55 1 240 

a 1.80 0.6 220 
b 4.72 1 220 

Ir '" tiempos de retención ; a = KH;RO. 50 mM pH 3.0..acetonitrilo 70:30; b = KH2PO. 50 mM, pH 3.0-
acelonitrilo 40:60. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSiÓN 

La demanda de compuestos quirales enantiopuros se está incrementando, 

principalmente en la industria farmacéutica , debido a las regulaciones sobre nuevos 

fármacos y al reconocimiento de que los enantiómeros de un compuesto quiral 

pueden tener dramáticas diferencias en sus propiedades biológicas. El cambio a 

fármacos enantiopuros puede mantener el éxito comercial y mejorar la eficacia de un 

fármaco racémico que ha perdido su patente.l26 

Una de las estrategias más usadas para la preparación de aminoácidos enantiopuros 

es la resolución enzimática de sus ésteres o amidas. Sin embargo, las resoluciones 

tienen generalmente la desventaja de que uno de los enantiómeros obtenidos no 

tiene aplicación, haciendo necesario un paso de racemización para ser reutilizado, lo 

que encarece el proceso. Sin embargo, la resolución de la DL-N-acelil

homofenilalanina (4) es una estrategia tecnológicamente viable, debido a que, en 

este caso en particular, es posible emplear tanto la D-homofenilalanina (1) como la L

homofenilalanina (7) en forma enantiopura como materia inicia l para la síntesis de 

fármacos del tipo de los inhibidores de la ECA, por ejemplo el Benazepril , como se 

puede ver en la Figura 6.1. 

Figura 6.1. Slntesis enantioconvergente de benazeprill27·12l1 

Partiendo de esta necesidad, se evaluaron en este proyecto dos diferentes 

alternativas biocatalíticas para la preparación de 1, empleando, en ambos casos, el 

cinamaldehído (2) como materia de partida. Ambas estrategias sintéticas 

1;!6 Rovhi , A M. Chem. & Eng. News 2004, 82(24). 47 
IV Ching-Yao Chang ; Teng-Kuei Yang. Tetrahedrorr. Asymmetry 2003, 14, 2239. 
121 Boyer, S. K ; Pfund, R. A ; Portmann, R. E.; Sedelmeier, G. H. ; Wetter, H. F. Helv. Chim. Acta 1988, 71,337. 
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originalmente planteadas se resumen en la Figura 6 .2. 

, , 
¡ -

• " , 
a: Ac1J, APTS; b=~ , P~C ; c= KCN, (NH.)HCO:¡; d :: NaOHlH'2Ü, 130 OC; e= AC2Ü. 0-5 "C; f= KOH, 0-5 "'C; 
g= NaCN, NH.CI; h= polvos acet6nicos de ,iMn de mamifero; i= microorganismo transformante de nitrilos: j= 
HCI 1 N, reft~o . 

Figura 6.2. Síntesis quínico-enzimática de la o-homofenitalanina (1) 

Como se discutirá más adelante, la primera opción biocatalitica probada, la 

resolución enzimática de la DL-N-acetil-homofenilalanina (4) condujo a la L

homofenilalanina con alto rendimiento y buena pureza enantiomérica, mientras que la 

segunda estrategia, consistente en la hidrólisis enzimálica del aminonil rilo racémico 

(5) no tuvo los resultados esperados. 

6.1 . Síntesis química 

Sintesis de DL-N-acelilhomofenilalanina (4) 

El compuesto 4 fue obtenido químicamente como se muestra en la Figura 6.2, 

mediante una secuencia de reacciones adaptadas de varias metodolog ías 

conocidas. 129-131 

El primer paso consistió en la protección del cinamaldehído (2) como diacetato, 

empleando 1.1 equivalentes de anhídrido acético y ácido p-toluensutfónico como 

catalizador. Esta reacción, que permitió un aislamiento simple del intermediario 9 
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(Figura 6.3) Y un rendimiento del 80%, superior al 60% reportado en la literatura, 

representó una mejora al método descrito,129 que utiliza un gran exceso (3 

equivalentes) de anhídrido acético, lo cual complica su aislamiento. 

o 

• ~ H Ae,o 

AFrS 

2 

OAe 

~OAe 

9 

OAe 

_:-H.:c' _ _ • ~OAe 
PdlC U 

3 

Figura 6.3. Sintesis del diacetato de hidrocinamaldehldo (3) 

El diacetato de cinamaldehído (9) fue sometido a hidrogenación catalítica (Figura 

6.3), obteniendo el diacetato de hidrocinamaldehído (3) con 92 % de rendimiento. El 

hecho de emplear el cinamaldehído protegido como diacetato evitó la reducción 

parcial del aldehído durante la hidrogenación, lo cual se observó al tratar de 

reproducir, con resultados mediocres, las condiciones descritas en la patente ,l30 en 

la que se describe la hidrogenación directa de 2. Ademas, se encontró que es 

factible realizar esta hidrogenación sobre la mezcla cruda de reacción de 9, con 

resultados similares. 

Para la elaboración de la 5-feniletiletilhidantoina (11) se desarrollaron también 

condiciones originales, basadas en el método propuesto por Iwasaki,131 que 

consistieron en el tratamiento directo de 3 con cianuro de sodio y bicarbonato de 

amonio (generado in situ) en un sistema cerrado (Figura 6.4). 

OAe O 
NH 

~ OAe NH4HC03 
'" N ~ O • 

NaeN H 
h 

3 11 

Figura 6.4. Síntesis de la 5-feniletiletilhidantoina (11) 

1211 Kochhar, K S.; Bal, B. S. ; Deshpande, R. P.; Rajacllyaksha, S. N.; Pinriel<, H. W. J. Org. Chem. 1983, 48, 
1765. 

13D Castelijns, A. M.; Hogeweg, J. M.; van Nispen, S. U.S. Pat. 5,811 ,588, 1998. 
1lI twasaki , G.; I<Jmura, R. ; Numao, N.; Kondo, K Chem. Phwm. BulI. 1989, 37(2), 280. 
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El rendimiento obtenido de 11 (73.3 %), fue superior al 45% que describe el autor 

referido a partir de hidrocinamaldehído (10), carbonato de amonio y cianuro de 

potasio. 

11 12 

Figura 6.5. Sintesis de DL-N-acetil-homofenilalanina (4) 

La hidrólisis alcalina de la hidantoína 11 se realizó eficientemente a 130 oC en un 

reactor a presión. La eliminación del exceso de amoniaco y el ajuste de pH a 6.3 

permitió aislar la DL-homofenilalanina (1 2) con un rendimiento de 53% desde 

cinamaldehido. La acetilación de 12 por métodos convencionales generó, con 92% 

de rendimento, la DL-N-acetil-homofenilalanina (4) (Figura 6.5). 

Síntesis de DL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5) 

Para evaluar la segunda estrategia biotecnológica propuesta, la sintesis de 0-

homofenilalanina empleando microorganismos degradantes de nitri los, se requirió 

preparar el dortlidrato de DL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5). Este producto se aisla y 

almacena en forma de dortlidrato debido a su baja estabilidad como base libre. 

El compuesto 5 fue preparado siguiendo un protocolo descrito por López-Serrano y 

col.' 32 a partir de hidrocinamaldehído (1 0) y cianuro de sodio como reactivo limitante. 

La modificación propuesta por estos autores a la reacción original de Strecker 

consiste en el empleo de un exceso del hidrocinamaldehído en relación con el 

cianuro, con lo que reportan un 57 % de rendimiento estequiométrico del compuesto 

5 en forma de clortlidrato. El aislamiento aprovecha las propiedades básicas del 

aminonitrilo formado y el exceso de 10 puede ser recuperado y empleado en lotes 

1:12 López-Serrano, P.; Sheldon, R. A; Jongejan. J. A ; \/an Rantv.ijk, F. Telrahedron: Asymmelly 2001, 12.219. 
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posteriores. En nuestro caso, el hidrocinamaldehido (10), preparado por hidrólisis 

alcalina del diacetato 3, fue utilizado sin pur~i cació n en el método mod~icado de 

López-Serrano (Figura 6.6). 

OAe 

~ OAc 
KOH .C ~ O H 

o 

~ H 

3 10 

') NaCN, NH .. CI 

2) HCI 

eN . He l 

~ NH 2 

5 

Figura 6.6. $rntesis del clorhidrato de DL-2-amin0-4-fenilbutironitrilo (5) 

Otros nitrilos sintetizados 

Los compuestos 14 - 16 fueron sintetizados en el laboratorio siguiendo metodologias 

descritas en la literatura. 133 

6.2. Parte bioca!ali!ica 

Para alcanzar el objetivo general establecido en este proyecto se probaron dos 

diferentes estrategias biocatalíticas. La primera altemativa evaluada fue la resolución 

enzimática de la DL-N-acetil-homofenilalanina (4) empleando la actividad 

aminoacilasa contenida en los polvos acetónicos de riñón de mamíferos. Se estudió 

la viabilidad de esta biotransformadón con los polvos acetónicos obtenidos de cinco 

d~eren t es especies de mamifero de fácil disponibilidad. La segunda estrategia 

evaluada fue la potencial hidrólisis del DL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5) con enzimas 

transformantes de nitrilos. Este estudio incluyó la búsqueda, en muestras de suelos, 

de microorganismos con esta capacidad, su ais lamiento e identificación, adema S de 

la obtención de un extracto intracelular con la actividad transformante de nitrilos y de 

su evaluación sobre diferentes nitrilos, 

1)3 al Snell, O., Cdby, J . Enzyme Microb. Tech. 1999, 24, 160. bl Brad'¡, O.; Beeton, A ; Zeevaart, J.; Kgaje, e ,; 
van RantWjk, F,; Sheldon, R A Appl. Microbio/. Biotechnol . 2004, 64, 76. el Hiyama, T.; lnove, M,; Sato, K 
Synthesis 1986, 645. d) Ca, J.; Zhou, l. ; Zhao, G.; Tang, C. Org. Lett. 2002, 4(26), 4723. 
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6.2.1 . Resolución enzimátlca de DL-N·acelil -homofenilalanina (4) empleando 

polvos acetónicos de riñón de mamíferos. 

El polvo acetónico de riñón (PAR) es un preparado proteico obtenido a partir de 

riñones de diferentes especies de mamífero, que por trituración en fria con acetona, 

producen un polvo fino, libre de grasa yagua, con un contenido variable de 

aminoacilasa en diferentes especies. '34 Aunque existen reportes de la resolución 

enzimál ica de N-acetil-aminoácidos con aminoacilasas aisladas a partir de 

microorganismos,135 de riñón de porcino 136 y con extractos acuosos preparados a 

partir de PAR de porcino,137 no se encontró en la literatura referencia al empleo 

directo de PAR para este tipo de transformación. Lo anterior nos motivó a estudiar 

la factibilidad de utilizar estos preparados en la resolución de la DL-N-8cetil

homo!enilalanina (4) (Figura 6.7), buscando cubrir el objetivo general de este trabajo, 

además de contribuir al desarrollo de métodos que empleen enzimas parcialmente 

purificadas en síntesis orgánica. 

+ 

4 6 

Figura 6.7. Resolución enzimática de ol·N·acetil-homorenilalanina (4) 

En una etapa inicial, se comparó la capacidad de los PAR de d ~ erentes mami!eros 

de fácil disponibilidad para efectuar la resolución de 4. Se efectuaron experimentos 

con los polvos acetónicos obtenidos de riñones de canino, murino, bovino, porcino y 

ovino, aunque después de los primeros ensayos se descartaron los materiales de 

murino y canino, debido a que no mostraron una actividad significativa. En diferentes 

experimentos, se compararon los resultados obtenidos en la bioconversión al 

:: lindner, H.; Hópfner, S.; Taner-Naumann, M. ; Miko, M.; Koorad, L ; Rohm, K 8iochimie 2000, 82, 129. 
Chibata, 1. Adrt. Mol. Cell. Biol. 1996, 1SA, 151. l. Palm, G.J .; Rotvn, KH. J. Pl'atein Chem. 1995, 14(4),233. 

137 Nadai , Y. J. Biochem. 1958, 45, 687. CA 53:17730 
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emplear el riñón entero y la corteza, aunque no se observó una diferencia apreciable. 

Para realizar este estudio, se emplearon riñones de mamífero de animales recién 

sacrificados, con el objeto de descartar interferencias por la acción de las proteasas, 

presentes en el tejido de riñón, sobre las aminoacilasas. Para este fin se logró la 

colaboración de los responsables del rastro "La Aurora", en Cd. Netzahualcoyotl, 

Mex.; del Centro de Control Canino de la Delegación Iztapalapa y del Bioterio de la 

FES-Zaragoza. 

Con una metodología simple, que consistió en incubar a 37 oC una solución de 4 en 

solución amortiguadora de fosfatos 200 mM de pH 7.5, con 25 % de PAR en relación 

al sustrato, se logró la resolución deseada en 24 horas. 

La base del éxito de esta resolución consistió en que, por un lado, el sustrato tiene 

una solubilidad de 18 giL en el medio de reacción, mientras que el aminoácido libre, 

producto de la resolución, tiene muy baja solubilidad (0.8 gIL), permitiendo un 

desplazamiento del equilibrio. La separación de los productos también se facilita 

debido a las diferentes solubilidades de ambos productos en el punto isoeléctrico de 

de la L-homofenilalanina. 

Los PAR de porcino y de bovino condujeron a los mejores resultados en cuanto a 

rendimiento químico y exceso enantiomérico, tanto de la L-homofenilalanina (7) como 

de la D-N-acetil-homofenilalanina (6) residual . En las Tablas 6.1 y 6.2 se muestran 

los resuHados obtenidos de los experimentos comparativos de resolución de 4 con 

las especies estudiadas. 

68 



6. Resultados y discusión 

Tabla 6.1. Rendimientos, rotación especifica y excesos enantioméricos (e .e .) de la l·homofenilalanina 
(7) , obtenida por resolución enzimática de 4 con PAR de ovino, porcino, bovino, murino y canino. 

Especie de mamífero 
Rendimiento 

[alo" • 
ee' 

(%) (%) 

ovino 34.0 + 44.8° 99.4 

porcino 40.0 + 45.1' 999 

bovino 41 .0 + 45.2' 99.9 

murino 

canino 

a = Lit. 138 [ctlo20 + 45.00 (c=1 , Hel 3N) 
b = Cuantificado por HPLC quiral como el éster metílico de l-homofenílalanina (17). 

Tabla 6.2. Rendimiento, rotación especifica y ee de la o--fJ.acetil-homofenilalanina (6), obtenida por 
resolución enzm ática de 4 con PAR de ovino , porcino, bovino, muríno y canino. 

Mamífero 

ovino 

porcino 

bovino 

murino 

canino 

Rendimiento 

(%) 

26.0 

33.0 

37.0 

a= Lit.139 [ct:L:,20 = - 19.2 o (c=1 , metano!), 

- 18.9 ' 

_ 19.4 ' 

_ 19.5' 

ee' 
(%) 

94.0 

99.9 

96.0 

b= Cuantificado por HPLC quiral como el éster metílico de o-N-acetil-homofenilalanina (18) . 

Se realizaron experimentos tendientes a mejorar esta biotransfonnación. Las 

variables estudiadas para el desarrollo de condiciones mejoradas de reacción fueron: 

proporción de polvos acetónicos, temperatura y tiempo de reacción. Así, se 

detenninó que una proporción entre 15 y 25 % de polvo acetónico de riñón de 

138 AJdrich Cafalog Handbook o, FÍle Chemicals. Milwaukee: A1drich Chemical Ca. 2003-2004. No. cal 294373. 
1:$ Giamis, A.. Henk, T. Uebigs Am. Chem. 1991, 8, 789. 
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bovino, una temperatura de 37 oC y tiempos de reacción de 24 horas condujeron a 

los mejores resultados. 

Lo anterior llevó a establecer que, en una escala productiva, se requerirían de 150 a 

250 g de PAR por cada kilogramo de Dl-N-acetil-homofenilalanina (4) por resolver 

para producir 370 g de la D-N-acetil-homofenilalanina (6) y 327 g de la l

homofenilalanina (7). La separación y purificación de los productos de la resolución 

involucra llevar el pH a 11 - 11 .5 para solubilizar ambos productos y poder 

separarlos, por centrifugación o filtrado, de la mayor parte de las proteinas presentes 

en la mezcla de resolución. Un ajuste de pH entre 6.3 y 6.4 perm~e la precip~acion 

del aminoácido libre 7, permaneciendo en solución la D-N-acetil-homofenilalanina (6), 

la cual precipita a valores de pH entre 2 y 2.3. 

La D-homofenilalanina (1) fue preparada a partir de 6 por hidrólisis quimica en medio 

ácido, sin racemización apreciable, con un rendimiento de 84.8 %. La rotación óptica 

del producto obtenido fue de - 45.7" (1 , HCI 3N) (Lit.''''' [« lo" = - 450 (1, HCI 3N). 

6.2.1.1. Oetenninación de la actividad específica de la aminoacilasa contenida 

en la fracción soluble de los polvos acetónicos de riñón de bovino. La 

determinación de proteínas totales determinadas por el método del ácido 

bicinconínico'41 en la fracción soluble de los polvos acetónicos de riñón de bovino dio 

como resultado una concentración de 3.2 mg mL·', Con esta disolución de proteínas 

solubles se determinaron las velocidades iniciales de la hidrólisis enzimatica de 

soluciones 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 mM de N-acetil-ol-homofenilalanina 

(4), mediante la cuantifICación colorimétrica a 507 nm del producto de reacción de la 

L-homofenilalanina con la ninhidrina. Los valores de absorbancia se transformaron 

en unidades de concentración de L- homofenilalanina por interpolación en una curva 

estándar y se graflCaron contra el tiempo en horas, Los datos de velocidad inicial en 

I~ AJdrich Cala/og Handbook o, Fm Chemica/s, Milwaukee: Aldrich Chemical Co. 2003-2004. No. cal 294365. 
>41 Smith, P.K ; Krohn, R.I.; He«nan5On, G.T. ; Manía, AK; Gartner, F.H.; Fujmoto, E.K; Goeke. N.M.; OI5On, 

B.J.; Klenk, D.C. Anal. Biochem. 1985, 150, 76; Effalum en: Anal. Biochem. 1987, 163,279. 
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función de la concentración de sustrato, se ajustaron a la ecuación de la hipérbole 

(ecuación de Michaelis-Henri) por regresión no lineal (Gráfica 6.1). 

Los parámetros de la ecuación, velocidad máxima (Vm;n;) y constante de Michaelis 

(Km) , con sus errores estándar de regresión fueron: 

V"", = 12.4 ± 0.98 ~mol min" mL" 

Km = 65.0 ± 12.7 mmol L" 

El valor de Vmax depende de la concentración de enzima y de la constante catalítica 

de ésta (k~0 . A su vez, la k", es dependiente de la temperatura y del pH. La Km, en 

cambio, es un parámetro que caracteriza a esta enzima y al sustrato utilizado, y 

también es dependiente de la temperatura y del pH. Debido a que no utilizamos la 

aminoacilasa pura, no es posible calcular la kCá (Vmax I [enzima]) ya que no 

conocemos la concentración de la aminoacilasa. Damos el dalo de la actividad 

especifica (a) en nuestra preparación , que depende del valor de k"" y de la 

abundancia de la enzima en la mezcla de proteínas solubles, calculada como: 

a = Vm~ I [proteína total], obteniendo el valor de 3.9 ~mol mg" mL" para una 

preparación típica. 

10.0 

• • 
e 7.' E 
'-' 
E 5.0 
15 
[ , .• 
§' 

0.0 
O 100 

[l-HPA) mmol L·1 

GráftCa 6.1. Aminoacilasa contenida en la fracción soluble del pclvo acetónico de riñón de bovino. 
Curva de velocidad versus concentración de l -HPA. los dalos experWnentales se ajustaron a la 
ecuación de M¡chae~-Henri por regresión no lineal. 
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6.2.2. Biotransformación con microorganismos transformantes de nitñlos. 

La segunda estrategia probada para la obtención de la D-llomofenilalanina (1) 

consistió en la hidrólisis enzimática del DL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5), empleando 

microorganismos transformantes de nitrilos, lo cual daría lugar, dependiendo del tipo 

de enzimas presentes en el microorganismo, a una mezcla de dos compuestos de 

fácil separación, oomo serian, por ejemplo, el L-aminoácido (7) y el D-aminonitrilo 

(19), o el L-aminoácido (7) y la D-aminoamida (8) (Figura 6.8), según han descrito 

Wang 142 y Wegman.l43 

C02H CN 

~ NH 2 • ~''' NH 2 

CN -""'"" 7 " tr8nsIormM'te de ooilo$ 

~ NH 2 ----- Ó --------
Co,H CONH2 

5 ~ NH 2 ~" NH 2 • 

7 8 

Figura 6.8. Resolución enzimática planteada para 0l·2-amin0-4-fenilbutironitrilo (5) 

El primer paso para afrontar este problema consistió en la búsqueda de 

microorganismos con capacidad de utilizar nitrilos como fuente de nitrógeno a partir 

de muestras de suelo de algunas regiones del centro del país (ver Fig. 5.1). Para 

este muestreo se siguieron tres criterios: a) suelos agrícolas de bajo contenido de 

nitrógeno; b) suelos cercanos a árboles de la familia de las Rosaceas, que contienen 

en sus semillas glucósidos cianogénicos, tales como Prunus capulli; e) muestreo 

aleatorio (Tabla 5.1). 

'" ) W a ang, M. X. and Shuang-Jun, L Telrahedron Latt. 2001, 42. 6925. b) Wang, M. X and Shuang-Jun L J. 
Org. Chem. 2002, 67, 6542 

'
C3

Wegnan, M. A.; Sheldon, R. A.; Heinemann, u.; Stolz, A ; van Ral""ll;lMjk, F. J. Mol. Cata/. B:Enzim 2001 , 11, 
249. 

~ 
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Para la búsqueda de microorganismos con capacidad Iransfonnante de nimios se 

diseñó un método de selección que consistió en el empleo de un medio de cultivo 

mínimo salino sólido conteniendo 1 % de glucosa como fuente de carbono y 0.1 % de 

una mezcla 1: 1 de benzonitrilo y valeronitrilo como fuente de nitrógeno (MMSS-1) 

(procedimiento A). Se decidió incluir en los medios de selección un nitrilo alifático y 

uno aromático, lomando en ruenta su disponibilidad, se optó por los compuestos 

mencionados. 

Ahora bien, en vista de que casi lodas las muestras recolectadas mostraron, al ser 

inoculadas en el MMSS-1, abundante crecimiento en periodos de 1 a 3 días, se 

decidió emplear un medio de cultivo sin glucosa, conteniendo como única fuente de 

carbono y nitrógeno 0.1 % de una mezcla de valeronitrilo y benzonitrilo (MMSS-2). 

Con esta reslricdón, se observó crecimiento en las muestras que se señalan en la 

Tabla 6.3. 

Tabla 6.3. Resultados de la búsqueda de microorganrsmos con capacidad degradante de nitri/os 

Ml#estra Región MMS8-1 MMS8-2 MMSL ! 
1 a 8 1 + 

9 2 
10·Y ·11'· 3 + + 

12 4 + + 
13 5 

~ 

+ + 
'"= 14 5 + + 

15 6 
--,-,""' 

+ 
16 7 + 

)7 'a + + + 
18 8 + 
19 9 

~,<-V'. · _'" 

+ 

Las colonias que crederon en el MMSS-2 fueron incubadas en un medio mínimo 

salino líquido 9.8 mM con benzonitrilo como única fuente de carbono y nitrógeno 

(MMSl ). El benzonitrilo es menos volátil y menos tóxico que el valeronitrilo, presenta 

buena solubilidad en agua y, tanto el mismo benzonitrilo como sus productos de 
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bioconversión, tienen una intensa absorción entre 220 y 260 nm, lo cual facilita su 

detección por HPLC. 

La muestra 17 fue la única que creció en este medio. Esta cepa se aisló en forma 

pura por resiembras consecutivas en el MMSS-2 y se conservó en glicerol al 50% a 

-20 OC. La tinción de Gram mostró bacilos Gram-positivos. Esta cepa fue 

denominada V51 B. 

La biotransformación de benzonitrilo con la cepa V51 B en el medio de cultivo 

(MMSL) produjo ácido benzoico con 41 % de rendimiento y p.f. 119-121 'C (Lit'« 

122-123 'C). Sin embargo, en vista de que esta bioconversión fue muy lenta, siendo 

necesario adicionar el sustrato en dos porciones para continuar el crecimiento, se 

decidió cambiar la estrategia: se crecieron las células en medio líquido LB, se 

aislaron y se suspendieron en una solución amortiguadora de fosfatos de pH 7.5. 

Con esta metodología se logró la completa conversíón de benzonitrilo en 

aproximadamente dos horas, empleando una relación de sustrato a biomasa 1 :30. 

El rendimiento de ácido benzoico obtenido por este método fue de 45.4 % (Tabla 

6.4). 

Se demostró que este microorganismo no produce benzamida ni tampoco la 

meta baliza, con lo que se conduyó que posee enzimas con actividad de nitrilasa y no 

de nitrilo hidratasa ni amidasa. Por otro lado, se observó que el ácido benzoico 

producido es completamente metabolizado en 24 horas al emplear células íntegras 

de V51B , lo cual es consistente con reportes en la literatura para diferentes 

microorganismos.145 Se exploró entonces la conveniencia de emplear un extracto 

intracelular de V51 B, con lo que se evitaría la degradación del ácido benzoico. Esta 

hipótesis fue corroborada con la experimentación correspondiente, obteniendo un 

rendimiento de 92.3 % del ácido benzoico (Tabla 6.5). 

1« AkJr;;h Catalog Handbool< of Fine Chemica/s, Milwaukee: Aldrich Chemieal Co. 2003-2004. No. cal. 242381 . 
14S al Yamaguchi, M.; Fujisawa, H. J. Biol Chem. 1978, 253, 8848. b) Yamaguchi, M.; Fujsawa, H. J. BioI. 

Chem. 1980,255, 5058. el Reiner, A. M J. BioI. Chem. 1972, 247, 4960. d) Hosokawa, K; Starier, R.Y. J. 
BioJ. Chem. 1966, 241, 245. 
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El extracto intracelular fue preparado por tratamiento de las células con lisozima, 

sonicación y centrifugación. Después de saturar del sobrenadante al 70% con 

sulfato de amonio, se conservó a 4 oC con mercaptoetanol como antioxidante. La 

concentración de proteínas totales, detenninada por el método del ácido 

bicinconínico, fue de 1.96 mg mL" 

6.2.2.1. Determinación de la actividad especifica de nilrilasa en el extracto 

intracelular de la cepa V51 B. Se cuantificó por HPLC el ácido benzoico foonado 

en la reacción de la nitrilasa, usando benzonilrilo como sustrato. Se ensayó la 

enzima contenida en el extracto intracelular, variando la concentración de sustrato en 

el intervalo de 0.1 a 2.0 mM. Se cuantificó el producto foonado en un tiempo fijo (5 

min), en el cual el avance de la reacción fue menor del 10 %, de modo que las 

veloddades obtenidas se pueden considerar como velocidades de reacción iniciales 

(vo). La cuantificación del ácido benzoico producido en cada muestra se obtuvo por 

referencia a una curva de calibractón. Los datos de velocidad versus concentración 

de benzonitrilo se ajustaron a una cinética hiperbólica (Gráfica 6.2), de igual manera 

que en el caso de la aminoacilasa, como se explicó en la sección 6.2.1.1. 

0,100 

, 
e 0.075 E • 

'", • 
E 0.050 

'2 • 
~ 

0.025 

..... 
O 1 2 

(PhCN] mmoI L" 

Gráftca 6.2. Cinética de la nitrilasa en un extracto intracelular de R. pyridinNorans V51 B con un 
contenido de 1.96 mg mC' de protelnas totales. Datos ajustados a la ecuación de Michaelis-Henri por 
regresión no lineal. los parámetros obtenidos en el ajuste con su error estándar fiJeron: Vmn, 0.0957 ± 
0.0095 I-lmol l " mino' ; Km. 0.196 ± 0.063 mM. Actividad especifica: 0.677 I-lmoll" mino' mg"'. 
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6.2.2.2. Identificación de la cepa V51 B. Los RNAr participan activamente en la 

síntesis de proteínas en procariotes y eucariotes y sus secuencias son conservadas 

en la filogenia. Por esta razón, en las bacterias se ha utilizado la secuencia del gen 

de uno de los RNAr, el llamado 16S como "reloj molecular", indicando el tiempo en 

que una especie se separó de otra y penllitiéndonos agrupar a miembros de la 

misma especie por la similitud en la secuencia de sus genes de RNAr 16S. La 

secuenciación del gen de RNAr 16S de la cepa V51B fue realizada en un 

secuenciador de DNA ABI Prism modelo 3100 en el Laboratorio de Biolog ía 

Molecular del Instituto de Físiología Celular de la UNAM; los electroferogramas 

obtenidos se muestran en el anexo 2. Se usaron cebadores f'primers") universales, 

de origen comercial (Stratagene). Por limnaciones del equipo de secuenciación, fue 

necesario proceder en dos partes, sobre dos segmentos del DNA del gen de 16S, 

para lo cual se diseñó y se síntetizó un oligonucleótido de 16 pares de nucleótidos, 

complementario de un segmento en la mitad del gen, para usarse como cebador 

intermedio y secuenciar el gen entre los nucJeótidos 650 y 1473. 

La alineación de la secuencia de 1473 nucleólidos del gen de RNAr 168 de la cepa 

V51B con el GenBank presentó una identidad del 99.93 % con Rhodococcus 

pyridinivorans.l46 

R. pyridinivorans, como su nombre lo indica, es una bacteria capaz de utilizar piridina 

como fuente de carbono y nnrógeno. Sin embargo, la cepa V51B fue incapaz de 

biodegradar piridina bajo las mismas condiciones en que biotransforma al 

benzonitrilo, Es común que los genes que permiten la utilización de compuestos 

químicos antropogénicos estén codificados en elementos genéticos 

extracromosómicos (plasmidos) o bien en elementos móviles de ADN 

(transposones)'" Es muy probable que la capacidad de degradar piridina esté 

codificada en uno de estos elementos y, en consecuencia, sea una propiedad no 

asociada a la identidad molecular de la bacteria. Del mismo modo, es común 

I~ Yoon , J-H,; Kang, 5-K. ; Cho, Y-G.; Lee, S. T.; Kho, y , H. ; Kim, C-J.; Park, Y-H. /nI. J. Syst. EvoI. Micr. 2ooo, 
50,2173. 

141 Maeda, K, Nojiri, H., stintari , M., Yoshida, T. , Habe, H. and OmOfi. T; J . Mol. Biof. 2003, 326, 21. 
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encontrar bacterias del mismo género y diferente especie que comparten genes que 

permiten la utilización de compuestos químicos antropogénicos, como es el caso de 

los genes para degradar dibenzotiofeno en bacterias del género Rhodococcus o 

carbazal dentro del género Pseudomonas. l48 En este caso, consideramos que la 

clasificación "pyridinivorans" podría estar asociada a un conjunto de genes que no 

necesariamente están presentes en el cromosoma de esta bacteria. Por el momento, 

a la cepa V51B le denominaremos en lo sucesivo Rhodococcus pyridinivorans V51 B. 

La Figura 6.9 muestra la fotografía del gel de agarosa al 1 % con marcadores de 

peso molecular y el producto de la PCR purificado por electroforesis usando el 

sistema de purificación GFX PCR ONA and gel band purification kit (Amersham 

Biosciences, UK). El producto purificado, de 1.5 Kb se envió al Laboratorio de 

Biología Molecular del Inst~uto de Físiología Celular de la UNAM para su 

secuenciación con los mismos cebadores con los que se amplificó el gen del RNAr 

16S. 

6Kb 

4Kb--

2Kb - -

1 2 3 4 5 

_ _ 3Kb 

__ 1.5Kb 

- - 1Kb 

--O.5Kb 

Carriles: 

1 Y 5 = marcador 1 Kb 
2::: 1 j.JL del producto de la PCR 
3 '" 3 j.JL del producto de la PCR 
4 = 5 IJL del producto de la PCR 

Fig . 6.9. Fotografía del gel de elecb"oforesis que muestra e l producto purificado de la PCR y 
marcadores de diferentes pesos moleculares 

'41 K., Vll'idada, J., Nakai , S., Endoh, T. , Urata, M., Ashikawa , Y., Shinlari, M., Saiki , Y., Yoshida, T. , Habe, H., 
Omori, T. and Nojiri, H. Biolechnol. Biochem. 2004, 68, 1467. 
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Se evaluó la capacidad de V51 B para la hidrólisis de fenilacetonitrilo, como un 

ejemplo de nitrilo alifático. La biotransforrnación se realizó con células íntegras y 

con extracto intracelular, obteniendo mejores resultados con este último método 

(Tablas 6.4 y 6 .5) . 

Ahora bien, a pesar de que R. pytidinivorans V51 B transformó eficientemente al 

benzonitrilo y al fenilacetonitrilo en los correspondientes ácidos carboxílicos, esta 

bioconversión no tuvo éxito empleando como sustrato el DL-2-amino-4-

fenilbutironitri lo (5), aun después de varios experimentos, en los que se evaluaron 

diferentes condiciones de biotransformación. Las variables que fueron examinadas 

fueron las siguientes: a) valores de pH entre 6.5 y 8.0; b) proporción de sustrato -

blomasa de 1:30 a 1:50; c) el empleo de células integras de V51B y de su extracto 

intracelular. En todas las pruebas realizadas, se observó descomposición del 

sustrato, lo cual es consistente con lo que algunos autores han reportado para la 

biotransformación de aminonitrilos.149 Esta descomposición es debida, en gran 

parte, a una reacción de tipo retro_Strecker l50
,151 del aminonitrilo, en la que se 

produce el aldehido correspondiente (hidrocinamaldehido (10)) y amoniaco (Figura 

6.10). De hecho, en los controles sin enzima de estos experimentos, se observó, en 

todos los casos, descomposición gradual del sustrato, desde las primeras dos horas, 

siendo completa la degradación en tres dias. Este tipo de biotransforrnaciones 

puede ser útil cuando la velocidad de hidrólisis del nitrilo es alta. Asi, por ejemplo, 

Wegman '5, describe la biotransformación de DL-fenilglicinonitrilo con células de 

Rhodococcus sp., a pH 7.4 Y 30 oC, obteniendo en cuatro horas 48 % de la D

fenilglicinamida y 52 % de la L-fenilglicina. 

, .. 
a) Wang, M. X. and Shuang-Jun, L Tetrahe<ton Letters 2001, 42, 6925. b) Wang, M. X. and Shuang.Jun L J. 

Org. Chem. 2002, 67, 6542. 
'~ l6pez +Se rrano , P.; Sheldoo, R. A ; Jongejan, J, A; van Rantwijk, F. Tetrahedron: Asymmetry 2001, 12, 219. 
151 Wegman, M. A ; Sheldon, R. A ; Heinemann, U.; Stolz. A ; van Rartwijk, F. J. Mol. Cala/. B:Enzim. 2001, " , 

249. 
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( eN 
H 

~ NH ~ 1H, + HCN -
5 

H H 

~ NH H,O ~ O + NH3 • 

10 

Fig. 6.10. Mecanismo para la reacción de descomposición del aminonitrilo 5 

Se buscaron aplicaciones para la cepa V518 en la hidrólisis de otros nitrilos, para lo 

cual se realizaron experimentos, empleando condiciones similares a las establecidas 

para la biotransformación de benzonitri lo, con células íntegras y con el extracto 

intracelular de V51 B sobre diferentes sustratos, observándose inactividad frente a los 

sustratos a- y p-sustituidos (ver resultados en las Tablas 6.4 y 6 .5). 

Tabla 6.4. Biotransformación de nitrilos con célu las íntegras de V51 B. 

i , 

I 
Nitrilo 

l benzonitrilo . 

: fenilacetonttrilo 
12-fenilpropionitrilo r·· . -.• 
: 3-hidroxi-2-metilen-3-fen ilpropionitri lo 

13-hídroxi-3-fenilp",plonitrilo 
~ 4-clorofenilacetonitrilo 
I DL-2-(4-isobuMenll)propionitrilo) 
i 2-amino-4-fenilbutironitril0 

Tiempo 
(horas) 

2' 
15 ' 

168 " 
168" 

, -•. _" b 
168 
168" 
168" 
168 ' 

,;--. 

Rendimiento 
(%) 

45.4 • 
53.6 d 

p.t. del 
p roducto 

("C) 
118-120 • 

74-76 ' 

a) tiempo necesario para lograr la completa transformación del nitrito ; b} no se transfonnó el sustrato ; 
e) descomposición del aminonitrito ; d) proclucto aistado y purificado; e) lit. 1S2 122_123 , oC; f) UI. 153 
n -78 "C. 

m AJdrich GataJog Handboo« af Fhe Chem;cals. Mitwaukee: Ah:kich Chemical Ca. 2003-2004. No. cal 242381. 
Ul Aldrich Catalog Handbool< ofFi1e Chem;cafs. Milwaukee: Ald"ich Chemical Co. 2003-2004. No. cat 16621. 
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Tabla 65 . Biotransformación de nitritos con extracto intracelular de V51 B. 

Nitri/o 
medio 

benzonrtri!9 a 
' ~,;" . ;;.;·.W.-

fenilacetonitrilo b 

2 -feniIP!2eionltrilo b 

3-hidroxi-2-metilen-3-fenilp ropionitrilo b 

3-hidroxi-3-fenilpropionitrilo a 

4-metoxibenzonitrilo b 

4-dorofenilacetonitrilo e 
DL -2 -( 4 -isobutiWenil)propionit ri lo ) e 
2 -amino-4_fenilbut~onitrilo a 

Tiempo 
(/loras) 

·2" 

48" 

168' 

168' 
168 ' . 

24 " 

168 ' 
~.' 

168 ' 

120 f 

Rendimiento 

(%) 

~ 9 :.: 2 . 3 ' 

86.6' 

84.7' 

a = solución amortigJadora de fosfatos 100 mM de pH 7.5; b:; 95 -'" de solución amortiguadora defosfatosl00 
mM de pH 7,5, 5 % de OMSO; e = 80 % de solución amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 7.5,20"4 de 
OMSO; d :; tiempo en el que se observó completo consumo del nitrilo; e = no se consumió el sustrato; 
f :: completa descomposición; 9 :: cuantificado por HPLC. 

80 



7. Conclusiones y perspectivas 

7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

l. CONCLUSIONES 

1. Se desarrolló un eficiente proceso modificado de la reacción de 

Bucherer-Bergs para la síntesis química de la N-acetil-DL

homofenilalanina (4) que involucra procedimientos simples y limpios, lo 

que permitiria su posible escalamiento a nivel comercial. 

2. La primera alternativa biotecnológica evaluada, en la que se exploró la 

viabilidad de someter al compuesto 4 a un proceso de resolución 

enzimática empleando PAR de diferentes especies de mamíferos, dio 

como resultado la obtención enantiopura de la N-acetil-D

homofenilalanina (6) y la L-homofenilalanina (7). 

3. De las cinco especies de mamífero evaluadas, se observó que los 

polvos acetónicos obtenidos de riñones de bovino generaron los 

mejores resultados en la resolución enzimática de N-acetil-oL

homofenilalanina (4). 

4. La segunda estrategia evaluada permitió el aislamiento e identificación 

de un microorganismo con capacidad de transfonnar nitrilos, obtenido 

de una muestra de suelo del poblado de Jiutepec, Mor. La cepa fue 

identificada como un miembro del género Rhodococcus mediante la 

secuenciación del gen RNAr 16S. El alineamiento de 1473 nucleótidos 

de este gen muestra 99.93 % de identidad con el gen RNAr 16S de la 

bacteria degradante de piridina Rhodococcus pyridinivorans. 

5. Esta cepa, a la cual denominarnos Rhodococcus pyridinivorans V51 B, 

posee actividad nitrilasa, pero no nitrilo hidratasa ni amidasa. 

6. Un extracto enzimático intracelular de R. pyridinivorans V51 B que 

mantiene la actividad enzimática de nitrilasa de las células íntegras. 

7. No se logró la biotransfonnación deseada sobre el 2-amino-4-

fenilbutironitrilo (5) empleando células integras de R pyridinivorans 
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V51B , ni con su extracto intracelular, observándose descomposición, en 

tiempos largos de incubación del sustrato. 

8. El procedimiento diseñado para la selección de microorganismos 

degradantes de nitri los promete ser útil en la selección de otros 

microorganismos que posean este tipo de capacidad metabólica. 

11 . PERSPECTIVAS 

1. Extender la aplicación de nuestro proceso modificado de Bucherer-Bergs a 

la síntesis de otros a-aminoácidos racémicos y someter1os al proceso de 

resolución con los PAR. 

2. Evaluar la capacidad de los PAR en la resolución de N-acetil-oL-p

aminoácidos. 

3. Evaluar la actividad aminoacilasa contenida en los PAR en reacciones de 

transesterificación con diversos sustratos. 

4. Considerando la creciente demanda de compuestos orgánicos enantiopuros 

para la industria farmacéutica, agroquímica y de alimentos, propongo 

extender la búsqueda de microorganismos con actividad degradante de 

nitrilos empleando nuestro método de selección consistente en un medio 

mínimo salino conteniendo, como única fuente de carbono y nitrógeno, 

nitrilos racémicos precursores de ácidos carboxílicos quirales de interés 

comercial . 

5. Extender el estudio de la actividad nitrilasa del extracto intracelular de 

Rhodoccocus pyridinivorans V51B. ya sea inmovilizada en algún material 

mesoporoso o bien liofilizando la fracción de proteínas precipitadas con 

sulfato de amonio, para evaluar su estabilidad y actividad, en disolventes 

orgánicos , frente a nitrilos precursores de ácidos carboxílicos de interés 

comercial. En caso de lograrse esto último, clonar y sobreexpresar la 

nitrilasa en E. coli. 
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8. íNDICE DE ESTRUCTURAS 

Co,H o 

~ H 1 ~""NH, 2 I
h 

D-homofenilalanina cinamaldehído 
OAc 

~~: 3 ~OAC 4 
'" AO 

diacetato de hidrocinamaldehído DL-N-acetilhomofenilalanina 
CN Co,H 

5 ~ NH 2 6 ~):O 
DL-2-amin04-fenilbutironrtrilo o-N-acetilhomofenilalanina 

Co,H CONH, 

7 ~ NH 2 8 ~"'NH 2 
L...flomofenilalanina D-homofenilalaninamida 

Olle o 

9 ~O A ' 10 ~ H 
diacetato de cinamaldehído hidrocinamaldehído 

o CO,H 

~ N H ~ NH, 11 1: ~ Ao 12 

Dl-homofenilalanina 
5-feniletilhidantoína 

13 d CONH2 14 ¿ CN 

DL-2-(4·isobuti~eni l ) propionamida DL -2 -( 4-is obuti ~enil)prop ionitrilo 
OH OH 

cr\CN ~ C N 15 I
h 

16 1", 
3-hid roxi-2 -meti len-3-fenilpropion itrilo 3-hidroxi-3-fenilpropionaldehído 

C02CH] C02CH3 

17 
~NH 2 

18 ~):o 
éster metílico de l-homofenilalanina éster metílico de 0-

homofenilalanina 
CN 

19 ~" NH 2 
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Enzyrnatic resolution of N-acetyl-hornophenylalanine with 
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Abstuet- Kidney accIone powders (KAP) from bcer, dog, hog, rat, and shCl:p have hccn evaluate<! for resolving N-acetyl-DL
homophenylalanine. We a iro propose a simple protoool for the preparation of bot h enantiomers of homophcnylaJaninc by enzy
matic resolution using marnmalian KA P. The beef kidney afforded the besl resu la, rcndering the highest isolated yiclds, ]7.5% a nd 
41% and cnantiomeric exccsscs o f 94% and > 9'}-/. for both o-N-Ac-homophcnylalanillC and L-homop hcnyla lanine, respectively. 
e 2004 Elscvicr Ltd . AH rigbts reserve<! . 

l. Introduct.ion 

Mos! of angio!cnsin co nvcrling enzymc (ACE) inhibi
IOTS, slIch as Bcnazepril 1, Temocapril 2, Cilaza pril 3. 
and Enalapri l 4 (Fig. 1), conta in an l -homophenyl
alaDine et hyl ester moiety in their structure, which can 

Ci\¡Qapril , 

,JJ 
,Q~ 

o 
Tamocapril , 

EnalaPfi! 

• 
Figure l. Some ACE inbibitors hold ing Ihe L-HPA mOiely. 

'Corresponding alltbor. Tel.: +S2·SS.S623"()727; fa:.: +S2·SS.5642· 
8977; r·mai l: regla@sorr~i d or . ll n ll.m . m~ 

09S7-41 6611· see fronl maner O 2004 Elscvier Lid. AII righU rese .... ed _ 
do;: 10_10 161j.leuuy .2004.02.026 

be efficiently in troduced thro ugh nucleophilic displace
ment of the correspond ing chiral amine over (R)-2-no
syloxy4 -phenylbut yric acid elhyl eSlcr 5, as shown in 
Scheme J for the synlhesis o f Benazcpril 1,1 with a 
concomita nt inversion 01' conflguralion. Thc homochiral 
C(-substitutcd ester 5 ca n be obtaincd fro m o-horno
phcnylalanine (o -HrA) ti (Scheme 2). 

, 
S<:IK>m. L Syll1b~i~ of 8en~lepri l from IR). 2_ n osy l o~y4 ph e n y l · 

bulyric aeid elhyl eMer. 

CO,Et 

~ .. "", a.b.c 

• , 
S<:hI'mt 2. Rea g.: nl s: (a) NaNO¡ , H¡SO •• HlO 189%); (b) SOCI¡, 
elhanol. (65%1: (e) NsCI. EI,N p 4 ~. ) . 



J. R~/o n al. I TmoMdroll.: A symroelry IJ (l(JIU) 11IU- I188 '''' 
Tdw 1. o·N·Ao-HPA 13 (rom esuymalic resolulion of 11 

26'1. 

37.5'Y. 

HOI 33% 

" Lil." (:1) - - 19.2 fe 1.0. CH,O H). 

18.9 
- 19.S 
- 19.4 

94 
>99 

% 

b[)elermincd al 1M metbyl ester on a CH IRi\LCEL O D coIumn. 

A series ofl ubes conlaining varying substrate (N-aretyl
Dl· homophenyla la nine) oonrenlration were prepared 
and Ihe reaction sta rtcd by Ihe addition of Ihe K.AP 
exlrac!. l -HPA was measurOO colo rirnelrically by Ihe 
ni nhydrin mclhod modified by Doi el al. lo Commercia l 
Dl ·HPA was used as slandard . 

Samplcs wcrc laken at d iffercnl limes 10 fo llow Ihe ti.me 
course of Ihe hydrolysis.. Linear product concentratlon 
versus time was obta ined for 360 min under our exper
imental conditions. From these data, initia! reaclion 
rates were calculated for each subslrate conrentration 
and Ihe da la fi ned 10 hyperbolK: kinetics by nonlinea r 
rcgression analysis with the program Prism 3.0 ex fo r 
Macinl osh. The fi ttcd c urve 3nd pa ramcters are shown 
in Figure 2. 

From Ihe obta ined V..... value a nd Ihe measurcd 
prolein conrenlrations in Ihe sample, a specifi c acti v
ily of 3.9 Jlmolc min- I mg- I was calcul:llcd for bccf 
material. 

A simplified estimation of Ihe spccific activities o f sbeep 
:l nd hogextracts .. ve re pcrfonncd by measuring Ihe HPA 
produccd over a fixOO incubalion time, al va ria ble 
N-arelyl-D L-HPA concentralion. Measured rates were 
lower Iha n Ihose in Figure 2, so Ihe lineari lY of the 
reaction rate at each subslrate coneentration can be 
assumed wilh eonfidcncc. The d:lla for all Ihe KAP 
exlmclS llre shown in Table 3. 

10.0 

", , .. , 
". , 
• ' .0 • 
~ 

: 

" 

.., . .L- - -,o-- --;:::---:=:---- --. '0 50 '00 150 200 

[L-HPAJ ",,"al" 

F" .. e 2. Curve o( in¡tial vdocily agai n ~ 1 SIIMlrllle oonoenlnn ion . 
Da.1a fiued ro M ichaelis-Henri kinelics, as delailed in lbe It.\l . E.\tract 
OOllCtfll nl llon. 3. 16S mg mL - ' . V_, 12.4:1:0.98 ¡unole min- ' mL - ' : 
K .. " 65.0 ± l 2.7 mm o ~L - l. 

T • .w 3. Spoci l"ie acIivilic:s rOl" Ihe dilJe.-enl KA Ps 

KA, 
"'" Ho. 
Sheep 

Specific aaiv;ly (pmole min ~ 1 mg- ') 

3.91 
2.5 1 
2.54 

3. Ex~rimet1I.1 

3.1. Preparation of lUdnt-y atttone powders 

8cef, shecp, and hog kidneys were obtained from 
rcocntly sla ughtered anima ls from a nearby sla ughter
house. Dog kidneys wcre supplied by the local dog 
control center and ral kidneys from Ihe a nimal brceding 
facility o f our university. Frcsh shccp kidneys ( 142g) 
were blcndcd in 420mL of chilled accione using a 
household blender and filtcred through a Büchner fun
nel. The cake was Ireated Iwice in Ihe same manner, 
until lhe f¡] lra le was co lorless. The solid residue was air 
d rted under the hood and sifled on a 20-mesh sieve. The 
proced ure y;cklOO 22.4 g of d ry powder. whK:h was kepl 
li t _ 20 °C. A simila r proccdu re was uscd to oblaio bed". 
dog, hog. and Tal KAP . A Iypica l KAP prcpa ra tion kcpt 
its spccifie acti vily a l"ler six monlhs. 

3.Z. Chemical synthesis 

3.2. 1. IH.-I-Iomophenylalanine 14. 1\ Il stai nlcss stecl 
reactor was chargcd with 8 1.73g (O.402 mol) of Dl ·5· 
phcnelhylhyda nlo in lO, 400 mL of water a nd 48.3 1 g 
(1.207mol) o f NaOH. Afte r closing Ihe vesse!, the 
mixture was heated fo r f OUT hours at I JO- I32 oc. The 
rcaet ion mixture was trcatcd with acli valed eharcoal for 
5 min, fi llcred over diatomaceous ea rt.h and washcd with 
water. Afl er acid ifying lO pH 6.3 wllh 10 M HCI and 
cooling 10 0-5 oC for 1 h, a beige powdcr crystallizcd 
out which was fi ltered , washed wilh water, aOO dried al 
6O o'C unlil a consta nl weighl was sccn. The yicld of 14 
was 56.63g (74 .3%), mp 279- 280 cC Ilil. B m.p. 282°C 
(docll· 

3.2.2. 1)I.·N·Acelyl-bomophenylalanine 11. To a cold 
solution of 12.5 g (69. 7mm ol) of 14 in 115 mL of water, 
a nd 2.79 g (69.7 mmol) o f N¡IO H (O- 5°C), were added 
9.26 g (90.6mmol) of acclic anhydride, whilc the pH was 
kepl in Ihe ra nge 11- 11.5 by add ing 50% N1IOH, al Ihe 
same lemlx: r<J lure. Tempcra lurc and pi"! were main
lained for one hour; a fter ac idifying lo pH 2.3 wilh 10 M 
HC!, Ihe mixlure was kcpt a l 0-5 oC for I h, filtered and 
washcd wilh the minimum amollnt o f waler. The yield 
of compound 11 was 13.8 g (89.50/.), m.p. 145-1 4P C, 
Ili l. 'l m.p. 147- 148 oC} . 

3.3. Enzymatic h ~ · droIJsis 

A mixlure of 2.4 g of 11 and 60 mL of 0.2 M potassium 
phospha le bu ffer pH 7.5. eontaining 10 mg L - 1 of C0(.12 
was adjusled 10 pH 7.5 wilh 6 M NaOH. Thc solulion 



ABll:.. 
PRISM 

ModeI3100 V51B_rd1 .ab1 
Veralon 3.7 Ignacio Regla 
e •• ecaler-3100SRbcp 0036 
BC 1.3.0.0 cap 10 

Signa' G:730 A:281 T:242 C:264 
OT3100PQP6{BO}v2.mob 
demo_3100 
Pointt 486 to 10106 Pk 1 loe: 486 

Page 1 of2 
Thu, Jan 15, 2Q04 11:17PM 
Thu, Jln 15, 2QO.4 8:50 PM 

Spacing: 11 .50{1' .50} 

G ce ~ T lCGG CTIC cr TGT TlCG ACTT a;r C~ O:;CCGPl' CCD\CCTT o:; ICGGCTCCCTCCOCAAGG GG T ~ GG CO\CCG G CTTO:; GG TGT'UC CGICTTTO>.TG 1CGTGACGG' 
10 20 JO 40 50 60 10 80 90 100 110 120 

~ 
:;c GGTG TGTACMGG ca: CiG:i AAC~ A TTCIC CGCAGC GTTGCTGATCT OCG1a' TACTAGCGICTCCG TCTTo;cGGGGTC GAG'M'GCAGFC CCCGIa' CCGAACTGAG'!cCGGC'IT1P.AGGGAT' 

130 140 1!lO 160 no 180 190 200 2 10 220 230 240 

~ 
!'Ca:: TCCiCCTCI'CGG TA. Te OCAGC CCTeT GTFCC GJC(7I. T TGrN;CA TGTGTGAN:;.CCCTO:; !CA ~AG GG GCA T GATGACTTGFCGT CGTCC CCIC C'M'CCTCCG1G TTGlCCCCGGCAGTCro 
250 . ~60 270 280 290 300 31 0 320 330 340 350 360 310 

::TG:::GIG TCCCClCCATClC.GTGCTGGCAACN:; lGG ~ GTTGCGCTOOT TGCGGGICTTAACCCAACATCT 0\CGi.C lLGAGCTGFC ~oc C1I TGCACCH::.CTGTCTTC CGGCCH:. AAG 
380 390 400 410 420 43 0 440 4!lO 460 .70 480 490 

:OGAAJC CAe ATeT CTGCAGTCGI'CC<X;T PCATGTC1I.AAC CCAGGTAAGG T T'CTTCGCGT TGCAT CGAA TTAA TCo\cl((' GCTCCGCa;cTTGT oc GGGCCX:C CGTO\A.TTCC'l"I'T GPGT'M'T AQ. 
500 510 520 530 540 550 560 510 580 59 0 600 610 620 



ABI ~ 
PRISM 

ModeI3100 
Verslon 3.7 Ignacio Regla 
Basecaller-3100SR.bcp 9036 
Be 1.3.0.0 Cap 10 

Slgnal G:730 A:281 T : 2~2 C:264 
OT3100POP6{B0}v2.mob 
demo_3l00 
PoInt. 0486 to 10106 Pk 1 l oe: 0486 

Page 2012 
Thu, Jan 15, 2004 11:17 PM 

Thu, Jan 15. 2004 8:50 PM 
Spacing: 1'.50{1' .50} 

:cn GCGGC Cc;rFCT CCCCl\GGCGGGGCGCTTAIfi'GCG'M' GiC'mCGrx:M:GGK! CCCGl' GGAAGG A/lAco::JCACI::T AGCG co:Jl.CI:: GTTT rct:;G CGT G:ifC 'V\CC,II,Q;GTATCTAATO:TG'M'CGC me· 
630 640 650 660 610 680 690 100 110 120 730 140 750 

• 
\II.C ~ 'J"IWlC'INGGGA rrll'lN\ACN\CCNi\MACCNNrANIINNITTTNN:C PlNA'M' CGG AAACN'ntiN:CTANlfi'fACN:; GNI' GTGGmNfATlCN::lQI 

690 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990 



ModeU100 

~ -
Verslon 3.7 Ignacio Regla 
Baaecaller-3100SR.bcp 91-40 
Be 1.3.0.0 Cap 15 

SigneI G:823 A:364 T:299 C:348 
0T3100P0P6{80l"'.mob 
demo_3100 
Points 518 lo 9200 Pk 1loc.: 518 

Page 1 of2 
Fr!, Jan lO, 2004 11 :-42 NA 

Wed, Jan 28, 2OG4 12:58 PM 
_ : 11 .n{11 .77} 

Nr~ GO>.CGG N c c:a¡rGG m:x; AJ>JC COCAC cr JG 00 croe CCTT TAffi G OOT OO AC'D\COGGG TAT CTAAT CCTGTTOOCTlC CCleGCTTTCGC TCCTClG CGTClG TTlC T GC< 
10 20 JO 40 50 60 10 80 90 100 110 12e 

;C/G JG lCCCGCCTI'CGCCK: OOGTG T TCCTC CTG 1Q'ATC TGCG ~ T TTOI.CCGC TlCACo.GG AA TTC~ G T CTCCCCTGCAGTACT CGAGT CTGCCCGTATC O:CTGCAAGc CCG:: JlG TI'GAG 
130 140 150 160 110 180 190 200 210 220 230 240 

OCTG::GGGATT'I'O\CAGACG\CGC GJlCMPCC O::CTPC GAGC TCTI'')Jl.C GC CCN;~ T T'C CX>G I'D1.ACGCTCGCACCC TPCGTAT TPC CO::GGCT GCTGG CACGT IIGTTGGC COOTGCTTCTTC Te 
250 260 no 280 290 300 310 320 330 340 350 360 310 

:O\CTACCGTO'C TTGCGCTTCGTO\TGGGTGAAAG AGG 'M'TACAACC CGAlGGCCGTO\ TCCCTO\CGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTGe G:CCATTGTGCM TATTCCCClC TGCT G:: CTC e 
380 390 400 410 420 430 440 450 460 no 480 490 

CGT fGG r..GT CTGGGc OOI'GTCTaGT CCCAGTGTGGC CGGTCGCCCTCTCAGGC CGGC TiCCCGTC GT CGC C'M'GGTAGGC O\TT rc.CCCN::t::AH:. N GCTGATAGGCCGC<IiG CTO\T e CTGeA< 
500 510 520 530 540 550 560 510 580 590 600 610 620 



ModeI3100 V51B_3915 . .tI1 
Version 3.7 Igr.ao Regla 
Basecaner-3100sR.bcp 9140 
Be 1.3.0.0 Cap 15 

~ . 
SigNI 0 :823 A:354 T:299 C:348 
DT3100P0P6{8D¡.2.mob 
demo_3100 
Pointl 518 10 9200 Pk 1loc: 518 

_2012 
Fr!. Jan 30. 2004 11:"2 AM 

Wed. Jan 28. 2004 12:58 PM 
_ , 11 .77(11 .m 

XGAAANC 'M'T CClCCCC AG A 1CA 'JG CA T CC CG~ CAT ATCCGGTATT AGAt;CCJ>GfTTCCCl'l:;(iCT 'V>TCc::x::AAAGI'GCAGGGCAG 1(l'CACCCN:;GTGTTACTC PI:. CO:;TTCGCCN:rAATCO 
630 640 b!lO 660 &10 69 0 690 100 110 120 no 1 40 

• 
TTGC/{fG'l'G'M'~ GCGTTCG1'CCTGfN:JlGNAAAAA 
180 190 eoo 810 BU " ......... 83. 


