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1. Resumen

1. RESUMEN

Los aminoacidos no naturales son materias primas muy versatiles para la sintesis de

farmacos debido principalmente a su quiralidad. La introduccion de aminoacidos no

naturales en algunos farmacos mejora su accion farmacoldgica y resistencia a la

protedlisis.

En este trabajo se evaluaron dos rutas biocataliticas para la preparacion de la D-

homofenilalanina (1), materia prima para la preparacion de varios farmacos

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

estrategias del cinamaldehido comercial. Las estrategias evaluadas fueron:

a)

b)

La resolucion enzimatica de la DL-N-aceti-homofenilalanina (4), explorando la
capacidad catalitica de las aminoacilasas contenidas en los polvos acetdnicos de
rnén (PAR) de cinco especies de mamiferos: borrego, cerdo, perro, rata y res.
Se observd 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.

La hidrdlisis enzimatica def DL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (§), para producir uno
de los enantidmeros de la homofenilalanina, empleando células integras de
microorganismos con capacidad de metabolizar nitrilos. Para lograr este objetivo
se buscaron, en muestras de suejo, microorganismos con capacidad degradante
de nitrilos, mediante cultivos en un medio selective con benzonitrilo como uUnica
fuente de carbono y nitrégeno. Se logré el aislamiento de un microorganismo,
identificado como Rhodococcus pyridinivorans por comparacion de la secuencia
del gen que codifica para e RNA ribosémico 16 S, el cual demostrd capacidad
degradante de algunos nitrilos, pero resulté incapaz de utilizar como sustrato al
DL-2-amino-4-fenilbutironitrilo {5).



1. Abstract

1. ABSTRACT

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

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

being unnatural, they can confer resistance to proteolysis of 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). Both biosynthetic strategies start from

commercial cinnamaldehyde and involve two different biocatalytical strategies:

a)

b)

The enzymatic resolution of DL-N-acetyl-homophenylalanine (4), by exploring the
catalytic activity of kidney aminoacylases. Kidney acetone powder (KAP) from five
mammalian species: sheep, pig, dog, rat and cattle, were tested. KAP from rat
and dog were inactive and those from pig and cattle showed the best yields and
the highest enantiomeric excesses for t-homophenylalanine (7) and D-N-acetyl-

homophenylalanine (6),

The enzyme hydrolysis of DL-2-amino-4-phenylbutyronitrile {5), to produce one of
the enantiomers of homophenylalanine, using whoie cells of a nitrile-degrading
microorganism. In order to achieve this goal, we screened for microorganisms
able to use nitriles in several soil samples, by using a selective medium containing
benzonitrile as the single carbon and nitrogen source. A strain was isolated, and
wentified as Rhodococcus pyridinivorans by sequencing its 165 rRNA gene. This
strain is able to metabolize some nitriles, however, it can not utilize DL-2-amino-4-
phenylbutyronitrile (5) as a substrate.
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2. INTRODUCCION

En 1a ultima década se ha logrado un rapido avance en el desamolio de farmacos
ligantes selectivos de los receptores de péptidos y que son activos por via oral. El
diseno de estructuras adecuadas que mantengan el balance crucial entr@ sus
propiedades farmacologicas (unién al receptor) y sus propiedades farmacéuticas
(permeabilidad de membrana y estabilidad metabdlica), es el principal desafio de los

cientificos involucrados en ja quimica medicinal.

Algunos aminoacidos no naturales han sido reconocidos como fragmentos
estructurales que confieren un incremento en la actividad biologica y en la resistencia
a la protedlisis en nuevos farmacos ligantes de receptores de péptidos. Un ejemplo
de este tipo de medicamentos lo constituyen un importante grupo de inhibidores de la
enzima convertidora de |a angiotensina {(ECA), en los cuales la incorporacién 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 metabdlica, [o que ha permitido que
este tipo de medicamentos permanezca en uso como una valiosa herramienta en el
tratamiento de |a hipertension.” Asimismo, los aminoacidos no naturales han atraido
el interés de muchos investigadores, debido a su versatilidad cuando se les emplea

en la preparacion de compuestos quirales para sintesis asimétrica.®>

En el presente proyecto se evaluaron dos rutas quimico-enzimaticas para la
preparacion de ambos enantiémeros de la homofenilalanina (1 y 7, Figura 2.1),
aminoacidos no naturales empleados como materia de partida para la sintesis de
farmacos antihipertensivos del tipo de los inhibidores de la ECA, partiendo, en ambas

estrategias, del comercial.

' Petriio, E. W.; Ondetti, M. A Med. Res. Rev. 1982, 2, 1.

? Bommarius, A. S.; Schwarm, M.; Stingl, K.; Kottenhahn, M.; Huthmacher, K_; Drauz, K Telrahedron:Asymmelry
1995, 6, 2851,

? Palchett, A A Harris, E.; Tristram, E. W.: Wiyvratt, M. J.; Wu, M. T.; Taub, D.; Peterson, E. R ; Ikeler, T. J.; ten
Broeke, J.; Payne, L. G.; Ondeyka, D. {_; Thorsatt, E. D.; Greenlee, W. J.; Lob, N. S.; Hoff, R. D.; Joahua, H ;
Ruyle, W. V ; Rothrock, J. W.; Aster, S. D.; Maycock, A_L.; Robinson, F. M.; Hirschmann, R_; Sweet, C. S_; Ulm,
E.H.; Gross, D. M.; Stene, C. A Nafure (London) 1980, 268, 280.
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Figura 2.1. Estructuras de p-homofenilalanina (1) y .-homofenilalanina (7).
Las estrategias biocataliticas evaluadas fueron:

l. La resolucién enziméatica de la DL-N-aceti-homofenilalanina (4), evaluando
la capacidad catalitica de las aminoacilasas contenidas en los polvos
acetonicos de rindn de diferentes especies de mamiferos para la hidrélisis
selectiva del enantidémero L (Figura 2.2), con posterior hidrélisis quimica de
ta D-N-acetil-homofenilalanina (6) para producir ta D-homofenilalanina (1)
{Figura 2.3}.

CO,H CO,H
2 polvos acetdnicos ? CO,H
NH derifion de mamifero

- “NH NH
Ao Ay i

4 6 7

Figura 2.2. Resclucién enzimatica de N-acetil-pL-homofenilalanina (4)

CO,H COzH
N HCi1 N ""NHz
reflujo 3 h
& 1

Figura 2.3. Hidrélisis quimica de p-N-acetil-homofenitalanina (6)

I La hidrdlisis enzimatica 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 transformar nitrilos. Esto

produciria, segun el tipo de enzimas presentes en el microorganismo, una
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combinacion de productos enantiopuros, provenientes ya sea de la
hidrélisis del enantidmero L, o bien de la hidrolisis del enantiomero L y la
hidratacién del enantiomero D, resultando asi una mezcla de dos
compuestos de facil separacion a diferentes valores de pH. Por sjemplo,
en €l mejor de los casos, la bioconversion de § (Figura 2.4) produciria L-
homofenilalanina (7} y D-homofenilalaninamida (8) la cual, por hidrolisis

acida, produciria la D-homofenilalanina (1).

microorganismo CO,H CONH,

CN
degradanie de
@/\/L NH, nitrilos - NH, . "’NHZ
5 7 8

Figura 2.4. Hidrélisis enzimatica de pL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5),

El precursor comun de ambas rutas de sintesis fue el cinamaldehido (2), como se
ilustra en el Figura 2.5.

COH

NH

/J§O
8] OAC 4
OAc

%

NH,

a= Ac0, APTS; b= Hp, Pd/C, c= KCN, (NH.:C Oy, d = NaOH, 130°C; e= Ac 0, 0-5 °C;
= KOH; g= NaCN, NH,CI.

Figura 2.5. Sintesis quimica de los compuestos 4 y 5, precursores racémicos de los enantismeros de
hornofenilalanina.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General:

Desarrollar un proceso quimico-enzimatico para la preparacion de la
D-homofenilalanina {1) a partir de cinamaldehido (2).

3.2. Objetivos particulares:

e Desanollar métodos eficientes para la sintesis quimica de DL-N-acetil-
homofenilalanina (4} y de DL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5).

o Evaluar la actividad de aminoacilasa en polvos acetonicos de rindn de
diferentes especies de mamiferos 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 caracternizar los microorganismos responsables de la
biotransformacion.

o Desarrollar un proceso biocatalitico aplicado a la hidrolisis enzimatica
enantioselectiva del DL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5).

e Evaluar la eficiencia de ambas estrategias sintéticas, para su potencial
aplicacion industrial.

r' 'I”'
nrr‘"'l"‘l' i\ \ P.,n muim

i -\r‘l'l 1

AR KO ““lLVO H:..)TORIC.O 6
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4. ANTECEDENTES

4.1. Antihipertensivos inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina

La hipertensién, que se define como una elevacion de la presion sanguinea por
encima de 140/90 mmHg, es uno de los factores de riesgo mas significativos en el
desarrollo y la progresion de las enfermedades cardiovasculares. En Mexico se han
documentado unos quince millones de casos, siendo la enfermedad cardiovascular

mas comuon.?

Entre los farmacos utilizados en la terapia de la hipertensién se encuentran los
inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA). Estos farmacos
inhiben a la enzima peptidil dipeptidasa, la cual hidroliza la angiotensina | formando
la angiotensina |l e inacliva a la bradiquinina, un potente vasodilatador. Asi, la
actividad hipotensora de los inhibidores de la ECA parece ser consecuencia de una
accion inhibidora sobre el sistema renina-angiotensina y una accion estimulante

sobre el sistema calicreina-cinina.®

En 1977, Cushman y Ondethi® sintetizaron el captopril, primer inhibidor sintético de la
ECA y actlivo por via oral. Posteriormente, han aparecido una multitud de farmacos
con capacidad de inhibir la ECA y con mayores ventajas terapéuticas, p. ej., una vida
media mas prolongada, lo que permite utilizarlos en una sola dosis diaria. Entre
estos farmacos destacan los llamados enalapril, lisinopril, quinapril, benazepril,
fosinopril, cilazapril, ramipril y spirapril.” En Ja Fig. 4.1 se muestra la estructura de
algunos de estos farmacos. La mayoria de ellos, contienen en su estructura un
fragmento aminoéster de la L-homofenilalanina (7).

* Encuesta Nacional de Salud 2000. Tomo 2. (nstituto Nacianal de Salud Publica. Secretaria de Salud 2003, 7,
105.

* Watthey, J. W, Stanton L_; Mahesh D.; Babiarz E_; Finn M. J. Med. Chem. 1985, 28, 1511.

¢ Ondethi, M.A_; Rubin, B.; Cushman, D.W. Science 1977, 196, 441

T Watthey, J. W.; Jeffrey W. H. US Pat 4,410,520, 1983
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€100 © COOH
r N/—COOH Et0._.0O CHy
- N
SR e
H o
Benazepril Enalapril
HoN
£t0._0
G S’> Et0._0 GOOH
n’l\rr“p s 'S
o) N
COOH H 8
Spirapiil Lisinopril

Figura 4.1. Farmacos inhibidores de la enZima convertidora de la angiotensina.

La patente de la mayoria de estos farmacos ha vencido recientemente o esta
proxima a vencer, por lo que la investigacién en esta area puede redituar beneficios

para la industria farmacéutica en la manufactura de genéricos.

4.2. Homofenilalanina

Hasta 1950 todos los aminoacidos eran producidos por extraccion o por sintesis
quimica y resolucion de las mezclas racémicas sintéticas. Los principales métodos
quimicos para la produccion industrial de aminoacidos son los procesos que
involucran las reacciones de Strecker o Bucherer-Bergs.® Estos procesos tienen la
ventaja de que emplean aldehidos como materia prima, los cuales son faciimente
producidos mediante el proceso oxo. En ambos casos, el aminoacido es producido
por la hidrdlisis del producto intermediario, ya sea en condiciones alcalinas, en el
proceso Bucherer-Bergs, o acidas para el proceso Strecker (Figura 4.2).

" W. Bauer, "Amino acids” en: Kirk-Othmes Encyclopedia of Chemical Technology, 3a. Ed., (John Wiley and Sons.
New York, 1991} vol. 2, pp. 376-407.




4. Antecedentes

)
o / \
R/U\H X ; R
T CN

a= Bucherer Bergs: NH {CQa),/ NaCN; b= Strecker: NH3/HCN;
c= NaOH/H50, 130 °C; d= Hy0", refiujo.

CO,H

Figura 4.2. Principales alternativas para la sintesis guimica de aminoacidos

Cuando se forman compuestos quirales en reacciones quimicas ordinanas, se
obtiene una mezcla racémica de isdmeros D y L. La resolucion guimica de
aminoacidos, a través de la formacion de sales diastereoméricas, suele ser un
proceso costoso y laborioso, ademas de requerir el reciclaje del isdmero no deseado.
Existen alternativas biocataliticas que ofrecen ventajas importantes desde e! punto
de vista economico y ecoldgico. Asi, por ejemplo, un w-aminoacido puede ser
esterificado y sometido a la accién de lipasas para obtener el L-aminoacido y su
correspondiente éster enantiomérico.’ De manera similar, puede realizarse una

resolucidn enzimatica de N-acil-aminoacidos por la accién de aminoacilasas.'®

Se han descrito muchos aminoacidos que no forman parte de 1as proteinas, pero
aparecen como metabolitos, como en el caso de los antibidticos y en algunas ofras
sustancias de origen microbiano, ademas de tener aplicaciones farmacologicas y
como saborizantes. Estos aminoacidos son también versatiles precursores quirales

en la sintesis de compuestos con actividad bioldgica. Tal es el caso de la

7 Liese, A Kragl, U.; Kierkels, H.; Schulze, B. Enzyme Microb. Technol 2002, 30, 673,
** Chenault, H.K ; Dahmer, J.; Whitesides, G.M. J. Am. Chem. Soc. 1988, 111, 6345,
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homofenilalanina, que puede ser empleada, en ambas formas enantiomericas, como

precursor en la sintesis de antihipertensivos inhibidores de la ECA. """

Se han reportado varios procesos de sintesis quimica o quimico-enzimatica para la
preparacién de ambos enantibmeros de la homofenilalanina. Algunos ejemplos

representativos son |os siguientes:

a) Transaminacién del acido 4-fenil-2-oxobutancico con &acido L-aspartico, L-
glutdmico o L-lisina en presencia de transaminasas, en una sintesis de varios pasos
para generar la L-homofenilalanina (7) a partir del hidrocinamaldehido (10)" (Figura
4.3).

o) 0 o)
a b
H OH . OCH,4
10 .
COH CO,H 0
e ]
NH, o OCH;
07 ™ C0O,CH
7 2 3

a= H,0,. b= MeOH/ H" c= MeONa, oxalato de dirmetilo; 6= HCI; e= ac. L-aspartico, amino transferasa

Figura 4.3. Sintesis quimico-enzimatica de L-homofenilalanina (7)

b) Resolucién de ésteres de Di.-homofenilalanina (12) con lipasas o adlasas.’
(Figura 4.4).

Chmg -Yao Chang ;| Teng-Kuei Yang. Tetrahedron: Asymmalry 2003, 14, 2230

Boyer S. K; Pfund, R. A; Portmann, R E.; Sedelmeier, G. H.; Wetter, H F. Hal. Chin. Acta 1988, 71, 337.

' {a) Rozzell, J.D. U.S Pat 4525 454, 1985, (b) Senuma et al,, Appl Biochem. Biotech. 1989, 22. 141 {c) Chen
etal, US. Pat6146859 2000. d}Lo HH.; Hsu, 5.K; Llin, WD Chan, N.L; Hsu, W H. Biotechnol. Prog.
2005 21,411, e)Cho, B. K; Seo, J H; KangT W Kim, B.G. Bfotechnol B;oeng 2003, 83, 226.

" (a) Kijima T. J. Chem. Tech. &dec:‘nol 1994, 59, 61 (b) Houng, J-Y.; Hsieh Ch-L. U.S Pat 5,552,317, 1996

10
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COuR fpasas o CO,H CO,R

NH, acilasas NH, "‘NHZ

7

Figura 4.4. Resolucién enzimatica de ésteres de pL-homofenilatanina

c) Resolucion quimica de Ja ow-N-acetil-homofenilalanina con (S)-feniletilamina, '
con posterior hidrdlisis (Figura 4.5).

CO,H CO,H
1) {SHfeniletiamina .
NH - ’NHQ
/& 2) cristalizacion fraccionada
0O  3)HC11 N, refiujo

4 1
Figura 4.5. Resolucion quimica de DL-N-aceti-hormofenilatanina

d) Bioconversion de DL-5-feniletithidantoina (11) con microorganismos. '® 718

(Figura 4.6).

CO,H

H
Oy N
L
@/ ﬁ E. coli recombinante “'NH,

" 1

Figura 4.6. Sintesis biocatalitica de p-homofenilalanina (1).

Mlyazawa Y. Qishi, N.; Maehara, K J. Pat 63,063,646 (Appl. 86-205850), (C.A 110:24304).
ot Syidatk, C. e{ al B:ofech Letfers, 1992, 14{2), 165,

Martinez-Rodriguez, S.; Las Heras-Vazquez F. J.; Clemente-Jimenez, .J. M.; Mingorance-Cazorla, L;
Rodnguez—\fco F. Biolechrol Prog. 2002, 18, 1201,

8 lwasaki, G.. Kimura, R.: Numao, M.: Kondo, K Chem. Pharm. Bufl. 1988, 37(2), 280,



4. Antecedentes

4.3. Biotransformaciones

Las biotransformaciones, entendidas como el empleo de biocatalizadores en forma
de enzimas aisladas, preparados enzimaticos, organelos celulares o células enteras
de microorganismos para la transformacion de compuestos organicos no naturales
se han empleado desde hace mas de cien afios. Estas son una valiosa herramienta
para la produccion de compuestos organicos de alto valor agregado o que se
consumen en gran volumen y por tanto juegan un papel valioso como apoyo a la
sintesis organica. Se intenta su apiicacion cuando algin paso clave en la sintesis
no puede realizarse por métedos tradicionales o por razones de costo 0 ambientales,
pues en muchos casos permiten preparar productos de alto valor agregado y alta
pureza enantiomérnca mediante procesos eficientes y ambientalmente limpios. Su
estudio se ha hecho particularmente importante en ias Ultimas dos décadas, debido a
la credente necesidad de compuestos organicos enantiopuros para las industrias
farmacéutica, agroquimica y de alimentos.”  Ejemplos de productos obtenidos en
gran escala mediante biotransformaciones son el acido citico,?® ta acrilamida,®' el
acido ghutdmico® y una gran variedad de aminoacidos y antibidticos.”® Ademas, las

enzimas y los microorganismos se emplean en procesos de biorremediacion.®

Los compuestos obtenidos mediante biotransformaciones con células enteras de
microorganismos pueden clasificarse en aquellos cuya produccion esta asociada con
el credmiento del microorganismo (metabolitos primarios) y aquellos gue se
producen cuando el crecimiento ha cesado (metabolitos secundarios). A su vez, los
metabolitos pnmarios pueden subdividirse en aquellos gque se producen en
cantidades suficientes sélo para el crecimiento celular, tales como vitaminas y
aminoacidos, y aquellos que se producen en cantidades mayores, debido a que son

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

9 o 208, K. Biolransformations in Organic Chemistry. 4th ed., (Springer-Verlag, Berfin, 2000).
Schwelger L B. U.S pat 2,970,084, 1961

2 (a) Yamada ef ai, U.S. pat. 4,637,982, 1987 : (b) Watanabe ef &/, U.S. pat 5,179,014, 1993: {c) Yamada et a.
U.S. pat. 5,334,519, 1994,

“ Shildneck, P.R. US pal 2,306.646, 1942.

‘Amﬂbroncs J.W. Corcoran, F. £ Hahn, Eds. (Springer-Veilag, New York, 1975).
M parales, R.E ; Bruce, N. C; Schmid, A Wackett, L. P. Appi. Env. Microbiol, 2002, 68(10), 4699.
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lactico, glutamico y citrico. Estos productos se emplean en la industria de alimentos

0 como materias primas para la manufactura de otros productos quimicos.®

En comparacion con los catalizadores quimicos, las enzimas tienen una mayor
especificidad con respecto a los sustratos y productos (estructura y estereoquimica).
Ademas, debido a esta especificidad, no suele ser necesaria una alta pureza del
sustrato. En contraste con las reacdones quimicas, la biocatlisis se realiza bajo
condiciones de reaccion muy suaves; por ejemplo, medio acuoso, temperaturas por
debajo de los 40 °C, valores de pH cercanos a la neutralidad y presion atmosférica,
ademas de que, por lo general, no involucran el uso de reactivos téxicos. Por otro
lado, existe la disponibilidad de gran variedad de enzimas y microorganismos y la
posibilidad de modificacton de las propiedades cataliticas de éstos por ingenieria

genética o evolucién dirigida.

Sin embargo, el empleo de biocatalizadores también conlleva algunas desventajas,
como son, por [0 general, la necesidad de emplear altas diluciones y costosos
cofactores; su poca estabilidad térmica y su incompatibilidad con algunos disclventes
organicos, las reacciones son a veces lentas y con riesgo de inhibicion y el

aistamiento del producto es generalmente tedioso.

En vista de que la biotecnologia no puede reemplazar todas las rutas sintéticas
quimicas, es frecuente combinar ambas estrategias, la quimica y la enzimatica,

incluyendo biotransformaciones con microorganismos.

Para aplicagones de gran escala empleando un biocatalizador, ia inmovilizacion de
células microbianas tiene varias ventajas: incrementa la capacidad de recicaje, la
facilidad de separacion y su uso en procesos continuos. Asi, la inclusién de las
celulas en una matriz polimérica permite el atrapar células vivas o metabdlicamente
activas, manteniendo una alta difusion de productos y sustratos; l1os métodos de

inmovilizacion son relativamente simples y el polimero de soporte suele ser de bajo

** Fessner, W. D. (Ed.) Biocatalysis. From Discovery to Application. (Springer-Verlag, Bedin, 2000).
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costo y no toxico. Ejemplos de matrices tipicas para inmovilizacion son el alginato de

sodio, la carragenina, 1a agarosa y los polimeros porosos rigidos.*

4.4. Aminoacilasas

Las aminoacilasas (EC 3.5.1.x) pertenecen a una familia de enzimas que catalizan la
hidrélisis estereoespecifica de a-aminoacidos N-acilados. La aminoacilasa de rifion
fue descubierta en 1881, al observarse la capacidad que tienen los homogeneizados
crudos de rifidn para hidrolizar el hipurato a benzoato y glic:inal.27 Smorodinzew”™
infrodujo el concepto de aminoacilasa, al demostrar que ta “hipuricasa” hidrolizaba
una amplia variedad de a-aminoacidos N-acilados. En los mamiferos, la mas

abundante de las aminoacilasas es la aminoacilasa 1.°

La aminoacilasa de nnon de cerdo es una metaloproteina compuesta por dos
subunidades idénticas, cada una de las cuales consiste en una cadena de 406
aminoacidos que contiene un ién de zinc por subunidad, acetilalanina en el nitrogeno
terminal y dos sitios activos, cada uno contiene un ticlato esencial y un enlace

03! Ej centro metalico no participa en la catalisis.® Los mejores sustratos

disulfuro.
para la aminoacilasa 1 son N-acilaminoacidos alifaticos de cadena no ramificada y
que poseen una fraccion de acile pequena. El doruro de cobalto ha sido empleado
como activador de la aminoacilasa y para restablecer la actividad de la misma.®
Se ha reportado también actividad de aminoacilasa en diferentes microorganismos,

como Alcaligenes sp.* Aspemillus oryzae,35 Pseudomonas maitophita B1,%®

_"6 (a) Chibata, et a. Methods Enzymol., 1987, 135, 182 {b) Lantero, J.; Oreste, J. U.S. pat. 4,355,105, 1982,

77 Schmiedeberg, O. Arch. Exp. Pathol Pharmak 1881, 14, 379,

% Smorodinzew, | A Physiol. Chem. 1822, 124, 123.

P Lindner, H.; Hopiner, S.; Tafler-Naumann, M.; Miko, M ; Konrad, L.; Rohm, K. Biochimie 2000, 82, 129,

*° Kordel, W.; Schneider, F. Biochim. Biophys. Adla 1976, 445(2) 446,

3 Mitta, M.; Ohnogi, H.; Yamamoto, A Kato, | Sakiyama F.; Tsunasawa, S. J. Siochem, 1992 112, 737.

*? Heese, D.; Berges, S.. Rohm, K H. Ew. J. Brochem. 1990, 188, 175,

* a) Story, S. V; Giunden, A. M..Adams, M. W J. Bacleriol 2001, 183(14), 4259 b) Szewczuk, A Arch
tmmunol, Exp. Ther. 1971, 19, 389,

*Yang, Y.B.; Hu, HL; Chang, M.C., Li, H: Tsai, Y.C. Biosci. Biotechnol Biochem. 1994, 58, 204.

* Tamura, T.; Oki, Y.; Yoshida, A Kuriyama, T.; Kawakami, H.; lnoue, H.; Inagald, K.; Tanaka, H. Arch
Biochem. Biophys. 2000, 379, 261.

* Wakayama, M.; Shiiba, E.; Saka:, K., Moriguchi, M. J. Fermeni. Bioang. 1998, 85, 278.
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Mycobacteria sp.,> Lactobacilius arabinosus,®® Streptomyces spp.® y en ofros

microorganismos.*

4.4.1. Aplicaciones de las aminoacilasas

La compaiiia japonesa Tanabe produce triptéfano, metionina, fenilalanina y valina
empleando un proceso continue de resolucidon de los comrespondientes N-acetil
aminoacidos con aminoacitasa de Aspergiflus oryzae inmovilizada en columnas de
DEAE-SEPHADEX*' (resina derivada de dextrano entrecruzada con epiclorhidrina, a
la cual se han introducido cadenas que contienen grupos idnicos, como e

dietilaminoetiio).

Degussa emplea un proceso enzimatico que consiste en un sistema gque combina L-
aminoacilasa y N-acitamino racemasa (Figura 4.7), produciendo anualmente varios

cientos de toneladas de L-metionina.*

Actlamino racemasna

o)
)LNH NH, )LNH

Amingacilasas s .

N-Acclil-DL-Mctioniaa L-Mctlionina N-Aceti-D-Mehionina

Figura 4.7. Proceso Degussa para ta obtencién de t-metionina.

En los ultmos afios se han introducido al mercado varios farmacos que incorporan

*” Matsumoto, J.; Nagai, S. /. Brochem. 1972, 72, 269.

"y - Park RW., Fox, SW. J. Biol. Chem. 1960, 235, 3193,
Suge M SuzukJ H. Agric. Biol Chem. 1980, 44, 1089,
“a) Sakanyan V., Desmarez, L., Legrain, C;; Chari’er D., Mett, |.; Kochikyan, A, Savchenko, A.; Boyen, A,
Fatmagne, P.; Plerard A Glansdorff, N, App! Enwon M:crob;o! 1993, 59, 3878. b) Wakayama M. Monguchi,
M J. Molec. Ca!a! 2001, 12, 15.
OCDE The application of Biotechnology to Industrial Sustainabily 2001, 63,
*? a) May, O.; Stefan, V.. Bommarius, A Drauz, K. Org. Process Res. Dev. 2002, 6, 452. b) Bommarius of a/.
U.S. pat 6656 710, 2003
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en su estructura fragmentos de D-aminoacidos (Figura 4.8); debido a esto, se ha
dado gran importancia a la obtencidn de D-aminoacilasa de microorganismos, asi
como a su empleo en la obtencion del isbmero D de diversos aminoacidos, como

metionina, triptéfano, fenilalanina, alanina y leucina.®> **

29! ) o~

H
© CoH
Nateglumida (antidiabético) Omapnilat {(antihipertensivo)
Cl H O CN
N o S~ OH L oK
0 Sl <
| \© | NN "
FiC = z : o
N O%N
H
Fluvalinato {insecticida) Indinavir (anti HIV)
C
HO Ay

N | H H
N ~ -
L X
7\ NH; o N/
— COQH
O\/O

Tadalafil {disfuncion eréctil) Amoxidilina (antibiético)

Figura 4.8. Ejemplos de fdmmacos que incorporan en su estructura un fragmento de un p-
aminodcido.

** Tokuyama, S., U.S. pat. 6,030,823, 2000.
“ Mitsuhashi, K. Yamamoto, H.; Matsuyama, A Tokuyama, S. U.S. pat. 6,514,742, 2003.
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Ademas de catalizar la hidrolisis estereoespecifica de los N-acil-a-aminoacidos, las
aminoacilasas han encontrado aplicacion en la transesterificacion enantioselectiva de

alcoholes secundarios® (Figura 4.9).

0
OH o g’k OH
CH, + /\O/K Aminoacilasas @/’\CHa . ©)\CHG
hexano
(R)-Acetato {S)-Alcohol

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

Recientemente® se ha descrito una nueva aplicacion de las aminoacilasas, la

resolucidn de N-acil-B-amingacidos (Figura 4.10).

CO?H Antincacilasas CO2H - COZH
hexano +

Figura 4.10. Primera resolucién enzimatica de MacetiH3-aminoécidos promovida por aminoacilasas.

4.4.2. Polvos acetonicos de rifion de mamifero

Los polvos acetdnicos de rindn de mamifero se han mencionado en la literatura
desde 1931;%*® g partir de ellos se han estudiado, aistado e identificado diversas

enzimas como, por ejemplo, aminopeptidasas,® nucleasas® y maleato

:5 Bakker, M.; Spruijt, A S.; van Rantwijk, F.; Sheldon, R A Tetrahedron: Asymmetry 2000, 11, 1801,

® Harald, G ; Harald, T.: Stefan, B.; Karlheinz, D ; Christiane, S ; Sylvie, G.; Hetge, W. Org. Biomol. Chem.

”2004, 2 1977
Fabisch, W. Biochemische Zettschrit 1931, 234, B4, CA 2535704

“® Abreu, L. A Abreu, R. R. Nalure (London, U. K), 1959, 184(28), 2016 b) Mazumder, R ; Sanad, D.R;
Rodwell, V. W. ... Biol. Chem. 1980, 235, 2546,

*? Campbell, 8. J.; Lin, Yuan-Chuan: Bird, M. E. J. Biol. Chem. 1963, 2338{11), 3632

*®Watanabe, T. Anal Bochem. 1978, 881), 62.
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deshidrogenasas.®’ Se ha detectado actividad de aminoacilasa en higado y rifién de
diferentes especies, induyendo el hombre.® Lindner reporté que la aminoacilasa 1
se encuentra en ja corteza de rnon de cerdo en concentraciones de hasta 1.5 mg por

gramo de tejido fresco.®

4.5. Nitrilos

Los nitrilos son compuestos ampliamente distribuidos en fa naturaleza como
cianoglucosidos, cianolipidos, ricinina, etc. Es el caso de la 3-cianoalanina, que es
hidratada a la L-asparagina, o el 3-indolacetonitrilo, el cual es transformado en el
acido 3-indolacético, una auxina gue controla la elongacion celular en plantas. En las
plantas, los nitrlos tienen funcion como metabaolitos secundarios y constituyentes de
un sistema quimico de defensa que protege a las plantas de los herbivoros

depredadores (p. ej. los glucasidos cianogenéticos).>

Por ofro lado, los nitrilos son compuestos organicos de gran importancia como
intermediarios en la sintesis de una gran vanedad de polimeros, derivados
principalmente de acnlonifrilo y adiponitrilo, otros nitnlos se emplean como
disolventes, pesticidas, farmoquimicos, intermediarios en la sintesis de farmacos y
como sintones quirales. También se emplean como intermediarios importantes en la
manufactura de aminas, amidas, acidos carboxilicos, ésteres, aldehidos, cetonas y
compuestos heterocidicos.®

La hidrdlisis quimica de los nitrilos suele requerir condiciones drasticas de reaccion,
lo que involucra elevados consumos energéticos, la formacion de productos no
deseados y la generacion de grandes cantidades de residuos inorganicos; ademas,
no es una reaccion estereoselectiva. En este contexto, 1a hidrélisis biocatalitica de

Dupourque D., Kun, E Euwr. J Biochem. 1968, &1), 151,

Utlamsmgh V.; Keller, D.A; Andess, MW, Chem. Res. Toxicol 1998, 11, B0,

Llndner H., Hdpiner s Taﬂer Naumann M.; Miko, M., Konrad, L, Rohm K. Biechirmie 2000, 82, 129

* Conn, EE en: Ebeil, EA Charlwood, B.V. (Eds)Secondary Plant Producdts. In: Encydopedia of Plant
Physuology Vol, 8, (Springer, Berlin, 1980}

%5 a) March., J., Advanced Crganic Chemistry: Readions, Mechanisms and Strudture. 5™ Ed., (Wiley: New York,
2001) 1179 b) Larock, R. C., Gomprehaensive Organic Transformations. 2™ Ed. (Wiley-VCH, New York, 1999}
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nitrilos, que suele ser quimio y regioseiectiva, ademas de estereoselectiva,
representa una altemativa valiosa a la hidrolisis quimica convencional, al poder
realizarse a temperatura ambiente y a valores de pH cercanos a la neutralidad y sin

la produccion de residuos contaminantes.®

La mayoria de los nitrilos son altamente toxicos, mutagénicos, cancerigenos o
inhibidores de la cadena respiratoria por su alta afinidad por la citocromo ¢ oxidasa.>’
La degradacion microbiana ha sido considerada como la mejor manera de eliminar
los nitrilos toxicos del medio ambiente; su aceptacidn se debe a su naturaleza
benigna con el ambiente.® Algunos microorganismos pueden utilizar a los mitnios

como fuente de carbono, de nitrégeno, o ambos,

4,6. Enzimas transformantes de nitrilos

Las enzimas responsables de la biotransformacion de nitrilos en plantas y
microorganismos se dividen en dos grupos principales, las nitrilasas (EC 3.55.x) y
las nitrilo hidratasas (EC 4.2.1.x).>°

Las nifnilasas hidrolizan 10s nitrilos en un solo paso (sin la formacién de una amida
intermediania) hasta el acido carboxilico y amoniaco como Gnicos productos; las
nitrifo hidratasas hidrolizan los nitrilos a las correspondientes amidas. Existen en la
naturaleza enzimas que realizan otras transformaciones sobre los nitrilos, como son
la oxidacion (oxigenasas)® y la reduccion (nitrogenasas).® Otras enzimas que se
encargan de metabolizar los productos de estas degradaciones son amidasas,

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

Banerjee A; Sharma, R.; Banerjee, U.C. Appl Microbiol Biotechnol 2002, 60, 33.
Solomonson L.P.; Spehar AM. Cyankde a5 a metabolic inhibtor en: Vennesland, 8.; Conn, E.E.; Knowes,
CJ Westly, J.; Wlsang F. (Eds.) Cyanide in Biology (Academic Press, London, 1981]
l(obayashl M., Goda M_; Shimizu, S. Bwochem. Biophys. Res Commun.. 1998, 253, 662
*® Nagasawa, T Ryuno, K Yamada, H. Biochem. Biophys. Ras. Commun. 1986, 139, 1305,
"2 Sawyer, D.T., Sugimoto, H.; Calderwood, T.S. Proc. Nali Acad. Sci. USA 1984, 81, 8025,
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HCONH,

cianuro
hidratasa
cianasa

R-CH({OH)CN R-CHO + HCN COz + NH;

oxigenasa
/ danur\
nitrilasa dihidratasa HCO,H + NHj3

R-CH,CN R-CH,CO,H + NH,

nitrilo hidratasa
amidasa
R-CH,CONH-

nitrogenasa

oxinitrilasa

R-CH,CH, + NH,
Figura 4.11. Rutas metabdlicas de compuestos que contienen el grupo ciano ®

La degradacidon microbiana ha sido considerada como la mejor estrategia para
eliminar los nitrilos altamente téxicos del medio ambiente, provenientes de residuos
industnales, pesticidas o herbicidas residuales, los cuales, sometidos a la accion de
las nitrilo hidratasas o las nitrilasas, se transforman en sustancias inocuas o que
pueden ser posteriormente degradadas por microorganismos comunes de los

suelos 5%

En anos 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 chiororaphis B23 y R. rhodochrous J1 para la
produccion de acrilamida y la sintesis de nicotinamida y &cido nicotinico a partir de la
3-cianopiridina.®

En 2003, Mylerova y Martinkova® realizaron una amplia compilacién de los
microorganismos ¢on actividad transformante de nitrilos, la cual se transcribe en la
Tablad.1.

'f' Kobayashi, M.; Shimizu, S. Currend Opirion in Chemical Biology 2000, 4, 95.

‘_‘z Dias, J. C.; Rezende, R. P.; Linardi, V. R. Appl Microbiol. Biotechnol 2001, 56, 757.

** Mathew, C.. Nagasawa, T: Kobayashi, M.; Yamada, H. Appl. Environ. Microbiol. 1988, 54, 1030.
“ Mylerovd, V.. Martinkova L. Cusrent Organic Chemistry 2003, 7, 1.
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Tabla 4.1.

Microorganismeo
" Procariotes
"“Ac&abébféx'?ééﬂiis"‘ﬁ(ﬁ‘ffi"SSﬁe

Agrobacterium tumefac:ans D3 (DSM
. 9674)

| Agrobacterium tumefaciens B- 261
. Alcaligenes faecalis DSM 6335 '
""Bacillus cereus

‘Bacmus sp 'BR449

. ‘Brevibacterium imperialis CBS 489-74

j Comamonas !es!os!erom ATCC 55744

{ Gordona terrae FERM BP-4535

{ Pseudomonas sp. S1

| Pseudomonas chiororaphis 823 (FERM
- BP-187)

~ Pseudomonas fluorescens DSM 7155

" Pseudomonas putida NRRL-B-18668

. Pseudomonas putida

. 'P'séudbrib’éé?&fé?ﬁéﬁﬁébﬁﬁa‘ JoM3095

'"Rhodococcus sp- C3l1 (DSM 9685)
© Rhodococcus sp 'R312(CBS 717, 73)
Rhodococcus sp. YH3-3

| Rhodococcus erythropoiis
" Rhodococcus erythropolis BLA

' Rhodococcus erythropolis FZB 53

i Rhodococcus erythropolis MP50 {(DSM

© 8675)
Rhodococcus equi Ad

Rhodococcus rhodochrous LL100-21

" Actividad
enziméatica

: pitrilasa
_ nitrilasa

nitrilo hidratasa
nitrilo hidratasa

nitrilo hidratasa
nitrilo hidratasa

nitrilo hidratasa

Nitrilasa, nitrilo
hidratasa

nitrilo hidratasa
‘nitrilo hidratasa
nitrilo hidratasa

. nitrilasa
" nitrilasa
" nitrilasa
- nitrilo hidratasa

_ nitritasa

nitrilo hidratasa

nitrilo hidratasa
“nitrilo hidratasa

nitrlo hidratasa

nitrilo hidratasa

nitrito hidratasa

nitrito hidratasa

" nitrilo hidratasa
. nitrilo hidratasa
~nitrilo hidratasa
_ nitrito hidratasa

" nitrilo hidratasa,

nitrilasa

I€ET 0O) |\ C.C
I i W --)l"-ulu

Microorganismos transformantes de nitrilos. *

Sustratos

arilnitiilos alquﬂrutnlos

indol-3-acetonitrilo
nitrilos heterociclicos
acrilonitrilo
acrilonitrilo
cicloalquilnitrilos

“alquilnitrilos, ariinitrilos, nitrilos
heterocmhcos

alquilnitilos
acrilonitrilo

alquilnitritos

alquilnitriios

alquilnitrilos, arilnitrilos, KCN
alquilnitrilos

alqunmtnlos
alqmlmtnlos

acnlonltnlo
arinitrilos, nitrilos heterociclicos,
alquilnitrilos, acloalquﬂnnnlos
alquqlmtnlos aninitrilos

alqunnlmlos benzonitrilo

alquilnitriles, arinitrilos, nitrilos
heterociclicos

acrilonitrilo
alquilnitrilos

nitrilos esteroidales
alqunnrtnlos, aninitrilos,

alqunnltrllos, nitrlos heterociclicos,
cicloalquilnitrilos, arilnitrilos
alquilnitrilos, arilnitrlos, 3-
cianopirdina
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"Rhodococcus rhodochrous NCIMB™

11216,

Rhodococcus ruber
. Eucariotes
Arabidopsis thaliana

Candida guilliermondii CCT 7207

" nitrilo hidratasa

“dos nitrilasas,

nitrilo hidratasa

nitrilasa

“nitrtasa
i nitrilo hidratasa

heteroclclicos, alquilnitrilos

" ariinitrilos, nitrilos heterociciicos,

alquilnitrilos

nitrilos heterociclicos, alquilnitrifos
aiquilnitrilos, nitrilos heterociclicos,
anlnitrilos

acrilonitrilo

alquilnitilos,
cicloalquilnitrilos, arilnitrilos, nitrilos
heterociclicos

. Candida famata " pitilio hidratasa ~ alquiinitiilos
: Cryplococcus sp. UFMG-Y28 " nitrilo hidratasa acetonitrilo, propionitrilo
' Cryptococcus flavus UFMG-Y61 * nitrilo hidratasa isobutironitrilo

" nitrilo hidratasa metacrilonitnio

4.6.1. Nitrilasas

Las nitritasas (EC 3.5.5.7) son un tipo de enzimas pertenecientes a un conjunto de

mercapto-enzimas relacionadas estructuralmente, al que se ha Illamado Ia

“superfamilia de las nitrilasas”.®®> Las enzimas pertenecientes a esta superfamilia son
responsables de una variedad de reacdones hidroliticas de enlaces no peptidicos
carbono-nitrégeno en plantas, animales y hongos. Se han descubierto genes de
nitrilasa en humanos, moscas y nematodos.® En las plantas, 1as nitrilasas producen
auxinas, biotina, pB-alanina y otros productos naturales, Muchas bacterias y argueas,
particutarmente aquellas con una relacion ecoldégica con plantas y animales,
contienen representantes de ta superfamilia de las nitrilasas y utilizan estas enzimas
en reacciones quimicamente similares a las hidrdlisis de los nitrlos o las amidas.

l.os miembros de la superfamilia de las nitrilasas se dasifican en trece ramas, de las

% Pace, H, Brenner, C_, Genome Biology, 2001, 2 (1) reviews 0001.1-0001.9.
httpfgenomebiclogy comf2001724 1freviews/0001 {consultado 08/1172004)
* Pekarsky ef al. Proc. Natl Acad. Sci, 1998, 95, 8744
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cuales solo una presenta realmente actividad de nitnlasa, mientras que las doce

restantes, presentan actividad de amidasa o de condensacion.®’

Las nitrilasas son generalmente enzimas inducibles compuestas de uno o dos tipos
de subunidades de diferente tamano y secuencia. Se ha empleado acetonitrilo,
benzonitrilo e isovaleronitrilo para incrementar la produccidn de nitritasa en diferentes

microorganismos.®

En muchos casos se ha observado que diferentes subunidades de nitrilasas  se
asocian entre si para converlir a la enzima en su forma activa. Las nitrilasas no
requieren de la presencia de un cofactor metalico o de un grupo prostético; solo
contienen residuos de cisteina en el sitio activo, que son cataliticamente
esenciales ®

Un mecanismo probable para la reaccién catalizada por nitrilasas ha sido propuesto
por Kobayashi.® Como se muestra en la Figura 4.12, un ataque nucleofilico por un
grupo tiol de una cisteina sobre el carbono del grupo ciano, seguido de la
protonacion del nitrégeno, produciria un imino tioéster intermediario, con posterior
ataque por dos moléculas de agua y protonaciéon del atomo de nitrogeno que se
libera como NH; En algunos casos el intermediario tetraédrico formado puede
descomponerse en forma anormal para producir la amida en lugar del acido
carboxilico. Se ha reportado gue la nitrilasa de Rhodococeus rhodochrous J1
cataliza la hidrolisis de amidas a amoniaco, lo cual sugiere que un intermediario

tetraédrico comun esta involucrado para ambos sustratos.”

:Brenna‘ C. Curr. Opin. Struc. Biol. 2002, 12, 775.
a) Goldhusl, A.; Bohak, Z Biolechno! Appl Biochem. 1989, 11 581. b) Collins, P.; Knowies, C. Microbiol.
1883, 129 248. c) Nagasawa, T ; Cobayashi, M., Yamada, H. Arch. Microbiol. 1988, 150, 89.

fg Kobayash, M., Yamaka, M.; Nagasawa, T ; Yamada, H. Biochermnistry 1992, 31, 8000.

70 Kobayashi, M., Goda, M.: Shimizu, S. Biochemn. Biophys. Res. Commun. 1998, 253, 662.

n Kobayashi, M.; Goda, M., Shimizu, S. Biochem. Biophys. Ras. Commun. 1999, 255, 549,
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0
R-CN + ESH R-C. + ESH
\ / "

NH H,0 0 (

R-C. ? R-C. H,0
SE / SE
A OJH ’\'

Hz0 ~
R-C M, NH;
Cse
0
R-C’ + ESH
NH,

Figura 4.12. Mecanismo de la reacadn catalizada por nitrilasas™

Sugai y colaboradores™ sefialaron que la deteccion de amidas durante la
biotransformacién de nitrilos mediante Rhodococcus rhodochrous IFO 15564 es
evidencia de que la hidrdlisis procede en dos pasos, la hidratacion promovida por la

nitrilo hidratasa y la posterior hidrolisis del intermediario por amidasa.

4.6.2. Nitrilo hidratasas

La enzimas nitnlo hidratasas (NHasas) (EC 3.5.1.4) juegan un importante papel en el
proceso de utilizacién de los nitrilos por los microorganismos a través de hidratacion
para formar amidas. En las plantas cianogénicas, son responsables de la biosintesis
de la L-asparagina mediante la hidratacion de la B-cianoalanina, la cual proviene de
fa reaccion del acido cianhidrico con la cisteina, con la participacion de la B-

cianoalanina sintetasa.” El interés en estas enzimas ha crecido desde su aplicacion

"2 Matoshi, K., Sano, A Imai, N.; Yamasak, T.; Yokohama, M.; Sugai, T.; Onta, H Tefrahedron Asymmelry 1998,
9, 1097.

i a) Blumenthal-Goldschmidt, S.; Bule, GW., Conn, EE Nafure 1963, 197, 718. b) Qaks, A.; Johnson, F_J,
Phytochemistry 1972, 11, 3465,
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en la produccion industrial de amidas como fa acrilamida y la nicotinamida mediante

la hidratacion de los correspondientes nitrilos.” "

Por ofro lado, una combinacion de nitrilo hidratasa y amidasa puede transformar
nitrilos alifaticos en las sales de amonio de los correspondientes acidos carboxilicos.
Entre los géneros de bacterias que poseen ambas actividades enzimaticas se
encuentran Rhodococcus, Pseudomonas, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,
Bacleridium, Brevibacterium, Corynebacterium y Micrococcus.”

Las NHasas estan constituidas por dos subunidades, a y B. Son heterodimeros (con
un centro metalico) y su disociacion en los correspondientes monémeros implica la
pérdida de la actividad. Estas enzimas contienen generalmente en su sitio aclivo, ya
sea un atomo de hierro 3° no hemo (Fe-NHasas), o un atomo de cobalto 3" no
corrinoide (Co-NHasas), dependiendo de! microorganismo.” Una de las NHasas
mejor caracterizadas proviene de Rhodococcus sp. N-771 y fue purificada en su
forma inactiva por Nagamune y colaboradores.’”® La actividad de la NHasa de
Rhodococcus sp. N-771 desaparece casi completamente cuando las células se
incuban en forma aerdbica durante 16 horas en la oscuridad y es completamente

reactivada mediante imradiacion con luz.”®

En Jos ultimos anos se han empleado NHasas silvestres y mutantes, provenientes de
diversos microorgamsmos como biocatalizadores para la produccién industrial de
acrilamida en escala de kilogramos a toneladas™ en la sintesis enantioselectiva de

81,82

otras amidas y en la bioremediacién de suelos o aguas contaminados c<on

nitrilos.®

Watanabeela.' US. pat 5179.014, 1993
e Nagasawa T; Yamada H. Purae and Appl. Chern_. 1985, 67, 1241,
Cowan ot &l Extremophrfes 1898, 2 207.
b . Mascharak, P.K Coordin. Chem. Rev. 2002, 225, 201,
"% Nagamune, T.; Kurata, H.; Hirata, M.; Honda, J.; Koike, M., Keuchi, M.. Inoue, Y., Hirala, A Endo, I. Biochem
Blophys Res. Commun 1990 168(2) 437.
" Endo, I.: Odaka, M. Yohda, M. Trends Biotechnol. 1999, 17, 244.
Yamada el afl US. pat 4,637,982, 1987.
Padmakumar R.; Onel, P. Appl Biochem. Biotechnof 1999, 77, 671,
52 Matoishi, K_; Sana,A Imai, N., Yamazak, T.. Yokoyama, M.; Sugai T.; Ohta, K. Telrahedron: Asymmaelry
1998, 9, 1057
% Kobayashi, M.; Shimizu, 5. Nal. Biotechnol 1998, 16, 733.
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Figura 4.13. Mecanismos propuestos para la reaccion de hidratacion de nitriles catalizada por
NHasas.

El mecanismo de la catdlisis por NHasas no ha sido demostrado. Schneider y
colaboradores® sugieren tres posibles mecanismos de catélisis, que son ilustrados
en la Figura 4.13. El papel del idon metalico de la enzima en la hidratacion parece
ser ¢l de un acido de Lewis. Los mecanismos alternativos suponen que el agua o el
i6n hidroxilo, coordinados al metal (Fe* o C0™), atacan al carbono del nitrilo, 0 que
el iébn metalico activa a una molécula de agua, la cual a su vez puede actuar como

nucleodfilo sobre el carbono del nitrilo coordinado al metal.

a4 Huang, W.; Jia, J.; Cummings, J.; Nelson, M_; Shneider, G; Lindgvist, Y. Sfructure, 1897, 5 691,
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4.7. Ejemplos de biotransformacion de nitrilos
4.7.1. Nitrilos Simples

En contraste con la situacion de las nitrilasas y amidasas, hasta hace algunos anos
se ponia en duda la enantioselectividad de las reacciones catalizadas por nitnlo
hidratasas. En 1997, Falion y colaboradores™ reportaron enantioselectividad de una
actividad de nitrilo hidratasa en células integras de Pseudomonas pulida NRRL-
18668. La nitrlo hidratasa de Agrobactenum tumefaciens purificada por Bauer y

colaboradores® produce la hidratacion enantioselectiva de 2-arilpropionitrilos.

Més recientemente,*” se ha descrito la sintesis de (S)-Naproxeno con un 99% de
exceso enantiomérico mediante la hidrdlisis enantioselectiva de arilacetonitrilos
empleando células de Rhodococcus sp. CGMCC 0497 (Figura 4.14).

CHs CHy CH,
MeO MeG MeQ” ~F ~F

{R)-amida del Naproxenc {S)-Naproxeno
Rend. 52 %, 75 % ee Rend.43 %. 99 % ee

Figura 4.14. Sintesis de (S)-Naproxeno.”’

Varios autores®®® han estudiado la hidrdlisis del nitrilo del Ketoprofeno con
diferentes microorganismos (Figura 4.15), obteniendo excesos enantioméricos
mayores de 90 % de de la (S)-amida y hasla 49 % de conversidn del sustrato. Al
empiear la nitrito hidratasa purificada, se encontraron valores mayores de exceso

enantiomeérico que al emplear las células integras en presencia de un inhibidor de la
aclividad de amidasa.

:" Fallon, R.D.; Stiegitz, B.. Turner, |. Appl Microbiol. Biotechnol. 1997, 47, 156.

* Bauer, R_; Knackmuss, H.-J.; Stolz, A. Appl Micrabiol Biotechnol. 1998, 49, 89.
*"Wu, Z.; U, Z Tetrahedron Asymmetry 2001, 12{23), 3305.

™ Bauer. R: Knackmuss, H. J. App/ Microbiol Bictechniol 1998, 49, 89.

" Stolz, A et al J. Mol Cat B Enzym. 1998, 5 137
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o) CHs 0 CHs

O O oN Agrobacterium tumefaciens dii CONHz

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

Figura 4.15. Sintesis biocatalltica del Ketoprofeno.

DiCosimo y colaboradores® reportaron recientemente la hidrélisis estereoespecifica
de (E,2)-2-metil-2-butenonitrilo, para generar el acido {£)-2-metil-2-butenoico, sin
conversion del isémero Z, empleando la actividad nifrilo hidratasa y amidasa de

Acidovorax facilis 72W y de varias cepas de Comamonas testosteroni (Figura 4.16).

CN Alumina basica CN CN
T R
x> 85°C, 100 %

28 % 72 %

nitrilasa de
H,0 A. Facillis 72 W

CN C(%NHEB
.y

28 % 2%

Figura 4.16. Hidrdlisis esterecespecifica de (£, 2)-2-metil-2-butencnitrilo.

" DiCosimo, R.; Hann, E.C.; Sigmund, A.E_; Fager, SK; Codling, F.B.; Gavagan, J.E.. Bramucc;, M.G.; Chauhan,
S.P. Tetrahedron 2004, 60. 577.
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4.7.2. Cilanohidrinas

Chauhan y colaboradores” desarrollaron un proceso eficiente para la
biotransfermacion de la cianohidrina de ia acetona empleando la actividad nitrilasa
presente en celulas de Acidovorax facilis 72W, en una relacon sustrato biomasa de 1
a 7, para produar el acido 2-hidroxiisobutinco, el cual es un intermediario Gtil en l1a
manufactura del acido metacrilico (Figura 4.17) y para la manufactura de una gran
diversidad de polimeros.  Aunque Acidovorax facilis 72W, ademas de la actividad
nitrilasa, posee actividades de nitrilo hidratasa y amidasa, los autores describen la
inactivacion de la nitrilohidratasa mediante calentamiento a temperaturas de entre 35
y 70 °C, con lo que evitan la formacién de la 2-hidroxi-iso-butiramida, un producio no

deseado.

><CN nitrilasa ><CO2H 160-25Q °C \ COzH
) OH ]/

OH

f

Figura 4.17. Sintesis de acido metacrilico

En el mismo trabajo se describe la sobreexpresion de la nitrilasa de Acidovorax facilis
72W en Escherichia coli SS1001 para producir células transformadas carentes de la
actividad nitrilo hidratasa.

La sintesis quimico-enzimatica del acido (R)-2-naftimetoxiacético ha sido reportada
empleando la actividad nitrilo hidratasa de Rhodococcus rhodochrous sobre el
acetato de la (R)-cianohidrina.*

El acido mandeélico, importante agente resolutor y materia inicial para la sintesis de
cefalosporinas y penilicilinas, se obtiene a partir del mandelonitrilo. Las cianohidrinas
se racemizan en medio alcalino con pérdida reversible de HCN, lo cual permite una
resolucion cinética dinamica, en ta cual una enzima hidroliza selectivamente un
enantidbmero de la cianohidrina, generando el (R)-hidroxidcido con alto rendimiento

' Chauhan, S.; DiCosimo, R.: Fallon, R.: . Gavagan, J.; Manzer, L E; Payne, M S U.S. pal. 6,582 943, 2003,
7 Kimura, M.; Kuboki, A - SugalT Tetrahedrort Asymmerry 2002, 13, 10989.
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quimico y alta pureza enantiomérica®™ (Figura 4.18). Se ha patentado este proceso
para la sintesis de acido (R)-mandélico y anélogos empleando Rhodococcus sp.
HT29-7 en medio acuoso neutro o ligeramente basico.*

0 OH OH H

+ HCN —= : + —_—
R)LH R”CN R/'\CN R” ™CO,H

D

Figura 4.18. Proceso para la obtencién de (R}-a-hidroxiacidos

Recientemente, Kaul vy colaboradores® describieron un procedimiento de
enfiquecimiento de cultivos con el cual aistaron nuevas cepas bacterianas utilizables

para la produccién biocatalitica de acido (R)-mandélico. (Figura 4.19).

OH OH
Pseudomonas pulida
CN - CO-H
Micobacterium paracxidans
o Micobacterium liquefaciens

83 % ee

Figura 4.19. Biotransformacién de mandelonitsilo racémico en acdo (R)-mandélico

4.7.3. Aminonitrilos

Se han reportado pocos ejemplos de biotransformaciones que utilicen ta actividad
nitritasa para hidrolizar a-aminonitrilos. Las nitrilasas de Rhodococcus rhodochrous
PA-34,% de Aspergitius furmigatus® y de Acinetobacter sp.*® transformaron varios «-
aminonitrilos alifaticos en L-aminoacidos con buenos rendimientos y excesos

enantioméricos.
La biotransformacion de Di-arilglicinonitrilos para producir D-arilglicinamidas y L-
arilglicinas, combinando los efectos de una amidasa L-enantioselectiva y una nitrilo

hidratasa de baja enantioselectividad ha sido reportada por Wegman vy

* DeSantis of al, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 5024,

% Endoef al. U.S. pat. 5,296,373, 1994.

* Kaul, P.; Banerjee, A, Mayilrajb S.; Banerjeea, U. C. Tetrahedron:Asymmetry 2004, 15, 207

% Bhalla, T. C., Miura, A.; Wakamoto, A.; Chia, Y., Furuhashi, K. Appl. Microbiol. Biotechnol. 1992, 37, 184,
* Chol, 8. Y.: Goo, Y. M. Arch. Pharm. Res. 1886, 9, 45,

* Macdam, A M.; Knowles, C. J. Biotechnol. Left. 1985, 7, 865.
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colaboradores,* empleando célutas inmovilizadas de Rhodococcus sp. (NOVO SP
361) a bajas temperaturas (5 °C}. Esta misma biotransformacion (Figura 4.20) con
células de Rhodococcus sp. AJ270 ha sido descrita por Wang y Shuang.'®'®' La p-

fenilglicina es materia prima clave en la sintesis industrial de antibidticos p-

lactamicos.
NH NH, NH;
@'/LCN Rhodococaus sp AJ210 ©/LCONH2 + O/\COQH
Buffer fosfatos, 30 °C
fenilglicinonitrito D-feniiglicinamida L-fenilglicina

Figura 4.20. Sintesis de t-feniiglicina.

4.7 4. Nitrilos Insaturados

La produccion biocatalitica a bajas temperaturas (0-15 °C) de acritamida, empleada
en grandes volumenes en ta produccion de polimeros, fue patentada desde principios

de los anos ochenta.'™ Mas recientemente, '™

se han descrito procesos
biocataliticos para la preparacién de acrilamida y otras amidas empieando la
actividad nitnlo hidratasa de bacterias termofilicas, como el Bacilius sp. BR449,

estable a 60 °C. (Figura 4.21).

iffus sp. BR449
a BaCf - :\
CN CONH>

Figura 4.21. Sintesis de acrlamida empleando la actividad nitrilo hidratasa de Bacillus sp.

0 Wegman, M. A Heinemann, U; Stolz, A van Rantwijk, F.; Sheldon, R. A. Org Frocess Res. Dev. 2000, 4,
318.

"% \Wang, M. X. and Shuang-Jun, L. Telrahedron Lett. 2001, 42, 6325,

"' Wang, M. X_and Shuang-Jun L J. Org. Chem. 2002, 67, 6542.

' Watanabe of al U.S. pat 4,248,968, 1981.

"% a) Takashima, Y ; Mukumoto, F.; Mitsuda, S, U.S. pat. 5,563,053, 1996. b) Oriel et al. U.S. pal 6,242 242,
2001. c) Almatawah, O. A; Cowan, D. A. Enzyme Microb. Tach, 1999, 25, 718,
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Recientemente, DiCosimo y colaboradores'™ describieron la invencion de un
proceso para la hidrélisis enzimatica de acrilonitrilo y metacrilonitrifo a los acidos
correspondientes (Figura 4.22), con buen rendimiento y especificidad, empleando
altas concentraciones de sustrato en medio acuoso, aprovechando la combinacion
de las aclividades de nitrilo hidratasa y amidasa presentes en [as células intactas de
Comamonas testosteroni 5-MGAM-4D.

R Comamonas testosteroni R
N —

\
CN CO,H

Figura 4.22. Transforrnadén de acrilonitrilo y metacrilonitrlo en los comespondientes acides car-
boxflicos mediante la accién de nitrilo hidratasa y amidasa de Comamonas fesiosteroni SSMGAM-40,

4.7.5. p-hidroxinitrilos

Es conocido que la hidrolisis quimica de B-hidroxinitrilos, tanto catalizada con acidos
como con bases, produce principalmente el producto de deshidratacion,'® por lo que
la hidrolisis enzimatica de este tipo de compuestos es una alternativa muy Util para la
sintesis de p-hidroxiacidos. Bramucci y colaboradores'® describen un proceso para
la preparacién del acido 3-hidroxivalérico a partir de 3-hidroxivaleronitrilo con
conversiones hasta del 100%, empleando la actividad nitrilo hidratasa y amidasa de
diferentes bacterias (Figura 4.23). El acido 3- hidroxivalérico tiene aplicacién como un

sustituto de la e-caprotactona en la preparacién de copolimeros ramificados.

OH

Comamonas leslosteroni 22-1 OH
“_A_cN A COH

Figura 4.23. Obtencién de acido 3-hidroxivalérico.

Las cepas microbianas con actividad nitrilo hidratasa y amidasa descritas en esta
patente son las siguientes: Acidovorax fadifis 72W (ATCC 55746); Comamonas

'* DiCosimo, R.; Falion, R.; Gavagan, J.. Manzer, L. U.S. pat 6,670, 158, 2003.
' Ford, J. H. Org. Synih., Call. vol. 1), 34-36 {1955).
% Bramucdi, ef af, U.S pat. 6,562,603, 2003.
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testosteroni 22-1 (ATCC PTA-1853); Comamonas testosteroni 5-MGAM-4D (ATCC
55744). Dietzia sp. ADL1 (ATCC PTA-1854), Syctalidium spp. 3LD-122P (ATCC
PTA-1855); Rhodococcus sp. 25-1 (ATCC PTA-1856);, Pseudomonas putida 5B-
MGN-2P (NRRL-B-18668). También reportan la biotransformacion empleando
células microbianas con actividad nitrilasa, en l1as cuales las actividades nitniio

hidratasa y amidasa se han inhibido por calentamiento.

4.7.6. Dinitrilos

La hidrdlisis regioselectiva de o, e-dinitrilos a los comrespondientes acidos -
cianocarboxilicos ha sido también reportada.'®”*® El 2-metilglutaronitrilo es ejemplo
de un a,y-dinitrito alifatico que puede ser fransformado regioselectivamente en la sal
de amonio del acido 4-cianopentancico mediante un biocatalizador (Figura 4.24).

1810 o1 biocatalizadores

Esta transformaciéon ha sido descrita en varias patentes
que poseen actividad de nitrilasa o una combinacion 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 °C)1°9 o inmovilizacidn en alginato, seguida por entrecruzamiento

con glutaraldehido y polietilenimina.*"!

Cuando el dinitrilo esta sustituido asimétricamente en el dtomo de carbono o, la
nitrilasa produce la sal de amonio del acido w-cianocarboxilico, con regioselectividad
mayor a 98% (Figura 4.24). El acido 4-cianopentanoico es un material inicial para la

manufactura de la 1,5-dimetiipiperidona, cuyas aplicaciones industriales son
multiples.

%7 Gavagan et af. J. Org. Chem. 1998, 63, 4792,

' Hann, £. C.; Sigmund, A E.; Hennessey, $. M, Gavagan, J. E.; Short, D. R.; Chauhan, $; Fallon, R. 0
DiCosimo, R. Org. Frocess Res. Dev. 2002, 6, 492.

' DiCosimo, R ef al. U.S. pat. 5,814,508, 1998,

"% DiCosimo, R. ef al U.S. pat. 6,066,490, 2000.

"' a) DiCosimo, R ef af, U S. pat 6,551,804, 2003. b) DiCosimo, R. et al. J. Mol Catal. 8: Enzym. 2004, 11,
295 ¢} Hann, E. C.; Sigmund, A E.; Hennesseay, S. M.; Gavagan, J.E.; Short, D. R.; Ben-Bassat, A Chauhan,
S.. Fallon, R. D; Payne, M. S; DiCosimo, R Org. Process Res. Dev 2002, 6, 492,
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N o6 o
/E\CN A. faciflis 72W/E\C02 NH3 CH3NH, /Cf
N
cN H,0 CN Pd/C H, “CHs

Figura 4.24. Sintesis de acido 4-cianopentanoico, precursor gquimico de la 1,5-dimetilpiperidona.

4.7.7. Malonamidas

Recientemente, Wu v Li''? describen la sintesis practica de 4acidos malonamicos a,a-
disustituidos opticamente activos (Figura 4.25), mediante la hidrdlisis enantioselectiva
de una variedad de malonamidas o,a-disustituidas empleando la actividad de una
amidasa altamente enantioselectiva de Rhodococus sp. CGMCC0497, con altos
rendimientos del isomero R, como se registra en la Tabla 4.2. Los productos
obtenidos pueden ser posteriormente transformados en aminoacidos o, -

disustituidos enantioméricamente puros.

CONH,
RN~ CONH,

Rhodococcus sp. CGMCC CONH,
R COH

Figura 4.25. Asimetrizacion de acidos malonamicos o a-disustituidos.

Tabla 4.2. Hidrélisis enantioselectiva de algunas a-metiimalenamidas a-sustituidas con Rhodococcus
sp. CGMCC 0497.'%

R T Rendimiento ee
(°C) (%) (%)

CisHs 30 94 97
CsHs 20 94 97
o-CICgH, 30 94 97
mClCgH., 30 o4 95
p-CICsH. 30 94 >99
CeHsCH, 20 92 >99
CsHy 30 94 81

"2 Wu, Zhong-Liuy i, Zu-Yi. J Org. Chem. 2003, 68, 2479.
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4.7.8. Cianoésteres

Para la preparacion de monoésteres de &acidos carboxilicos a partir de los
correspondientes cianoésteres, Chauhan''® reporté la aplicacion de la nitrilasa de
Acidovorax facilis 72 W {Figura 4.26).

Nitrilasa punficada de
CO,CHy Acidovorax facilis 72 W COyCH;

CN CO,H

Figura 4.26. Sintesis del hemisuccinato de metilo

'™ Chauhan ef af, U.S. pat 6,455,730, 2002,
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5. Parte experimental

5. PARTE EXPERIMENTAL

El seguimiento de las biotransformaciones se realizd mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC) en un equipo Waters 600E, con integrador 746 y
detector de UV 486, con una columna Symmetry C4s 3.5 umde 46 x 75 mm.  Los
cultivos bacteriologicos se realizaron en un agitador orbital marca Forma Scientific;
para el aislamiento de la biomasa, se empleé una centrifuga Beckman Avanti J-25-I;
para la rupiura de las células se empied un aparato de ultrasonido Ultrasonic
Processor modelo CV 26; la amplificacion deli DNA se realizé en aparato
termociclador MJ Research modelo PTC-200. Los puntos de fusidn fueron
determinados en un aparato Fisher Johns IL 684 y no estan corregidos. Las
rotaciones especificas fueron determinadas en un polarimetro Perkin-Ermer 341,
utilizando una celda de 1 dm de longitud; para la medicion se utilizo la linea D del
sodio (589 nm) a la temperatura del compartimiento de muestra del aparato (aprox.
20 °C). Las rotaciones especificas se informan junto con el disolvente empleado en
la determinacion, asi como la concentracidn de muestra en g/100 mL. Los excesos
enantioméricos (ee) fueron determinados por HPLC en una columna quiral
CHIRALCEL OD. Los espectros de RMN de 'H y "C se obtuvieron en
espectrometros JEQOL Edlipse+40 a 400 MHz, Varian Gemini 400 MHz y Bruker a
300 MHz. Se uiilizaron como disolventes CDCi;, DMSO-dg y D20; TMS como
referencia intema. Los desplazamientos quimicos se reportan en ppm a partir del
TMS. Para indicar fa multiplicidad de las sefiales en RMN 'H, se utilizan las
abreviaturas: (s) simple, (d) doble, (1) triple, (c) cuadruple, (q) quintuple, (sept)
séptuple, (m) multiple. Las sefiales complejas se indican utilizando dos o mas de
estas abreviaturas. Los espectros de infrarrojo fueron registrados en un
espectrofotometro Perkin Elmer Paragon 1000.

Ei seguimiento de las reacciones quimicas se realizé mediante cromatografia en

capa fina (CCF), empleando placas de gel de silice sobre aluminio ALUGRAM® SIL
Gstq,
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5. Parte experimental

Las células se cosecharon en una centrifuga Beckman-Coulter modelo J25 con un
rotor JLA-10.500.

Las materias primas empleadas para sintesis fueron adquiridas de Aldrich Chemical
Ca., de grado analitico. Los disolventes para reacciones guimicas fueron adquiridos
en Organizacién Alvi, S.A. de C.V., y fueron destilados antes de usarios. Los
reactivos para PCR fueron grado biologia molecular, adquiridos de Stratagene. Los
disolventes para HPLC fueron adquiridos de Tecsiquim, S. A, de C. V.

El medio minimo salino sélido 1 (MMSS-1) tuvo la siguiente composicion por litro: 0.3
g de KH,POy, 0.7 g de KoHPO,, 0.5 g de MgSQ047H,0; 0.01 g de FeSQOy4, 10 g de
glucosa, 1 mL de una mezcla 1:1 de valeronitrilo-benzonitrilo y 15 g de agar. El
medio minimo salino solido 2 (MMSS-2) tuvo la siguiente compaosicion por litro: 0.3 g
de KH,POg4; 0.7 g de K;HPOy; 0.5 g de MgS0,4-7H,0; 0.01 g de FeSO4; 1 mL de una
mezcla 1:1 de valeronitrilo/benzonitrilo y 15 g de agar. El medio minimo salino
liguido (MMSL) tuvo la siguiente composicion por litro: 0.3 g de KH,PO4 0.7 g de
K:HPO,, 0.5 g de MgSQO,4 7H,0; 0.01 gde FeSO, y 1.01 g de benzonitrilo. El medio
nutritivo liquido Luria Bertrani (LB) fue preparado con 10 g L de hidrolizado de
caseina, 5 g L' de extracto de levadura, 9 g L™ de cloruro de sodioy 1 g L™ de
Na,HPQ,. Todos los medios de cultivo fueron esterilizados a 121 °C durante 20 min y
la adicién de los nitrilos se realizd a 45 °C, después de la esterilizacion.

La solucion amortiguadora de pH 7.7 para sonicacion se preparé empieando la
siguiente composicion: 7.4 gil. de EDTA, 11.18 g L' de KCly 12.11 g L™ de TRIS,
ajustado a pH 7.7. La solucion amortiguadora de RNAsa de pH 8.0 contenia 1
unidad/mt de RNAsa en solucion de TRIS 10 mM. La solucion Ringer se prepard
con8.6 gL de NaCl, 0.3 gL" de KCI, 0.33 gL" de CaCl.
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5. Parte experimental

5.1. Sintesis quimica

9] OAC
= H A0 3 OAc
APTS

2 9

Diacetato de cinamaldehido (9). En un matraz de tres bocas de 500 mL, equipado
con agitacion mecanica, embudo de adicion y termometro, se disolvieron 40 g (303
mmoles) de cinamaldehido comercial y 200 mg (1.05 mmoles) de acido p-
toluensulfonico (APTS); se ajusto la temperatura a 35 °C y se adicionaron 30 mL (317
mmoles) de anhidrido acético durante 25 min, manteniendo la temperatura entre 35y
45 °C. Terminada la adicion se mantuvo a 35 °C durante 6 horas y a temperatura
ambiente durante 16 horas; se adicionaron 40 mL de hexano y se agitd entre - 5 y 1
°C durante 1 hora, se fiitro, se lavo con una mezcla hexano-acetato de etilo 7:3 {3 X
20 ml} y se secO a temperatura ambiente hasta peso constante, con lo que se
obtuvieron 55.71 g (79.6 %) del diacetato de cinamaldehido (9) con punto de fusion
de 97-84 °C (Lit."* 84-86 °C).

'H RMN: (CDCl,, 400 MHz) (3): 2.14 (s, 6H), 620 (dd, 1H, J = 14.4/6 4 Hz), 6.86 (d. 1H, J =16 Hz),
7.25-7.42 (m, 6H).

QAc QAc
N OAc H OAC
—_—
Pd/C
9 3

Diacetato de hidrocinamaldehido (3). En una botella de hidrogenacion de 500 mL
se disolvieron 45 g (192.3 mmoles) del diacetato de cinamaldehido (9) en 90 mL de

14

Kochhar, K S, Bal, B. 5.; Deshpande, R. P.; Rajadhyaksha, S. N.; Pinnick, H W J Org. Chem. 198348,
1785,
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5. Parte experimental

acetato de efilo y 480 mg de Pd/C al 10 %. Se hidrogeno a 4 kg/cm? hasta reaccion
completa, verificando el fin de la reaccion por CCF; sistema hexano-metil terbutil éter
95:5. Se filtrd el catalizador y el filirado se evaporé hasta sequedad en rotavapor; el
residuo se destild a presion reducida, colectando la fraccion de punto de ebullicién de
100-115 °C a 0.005 mm Hg. (Lit.*"* 185-190/0.7 mm Hg) 41.7 g (91.9 %).

'H RMN (CDCl,, 400 MHz) (5): 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).

H
Os N

OAc >=O
NaCN N
OAc » H
(NH,)HCO4

3 11

5-Feniletilhidantoina (11). Se tard una probeta de 500 mL con 320 mL de hidroxido
de amonio al 13.48 % y se pasod una corriente de CO; a una temperatura entre O y 5
°C hasta que el peso se incrementd en 27.9 g. Esta solucién se adicionod a un reactor
de acero inoxidable que contenia 100 g del diacetato de hidrocinamaldehido (3)
disueltos con 100 mL de metanol. El reactor se cermd y se calentdé con agitacion
magnética durante 2 horas entre 80 y 82 °C. Se transfirid la mezcla de reaccién a un
matraz de 3 bocas con agitacidn mecanica y se destildé a presion atmosférica,
colectando aproximadamente 210 mL de destilado. El residuo se enfric a 25 °C y se
ajustd el pH a 4.0 con acido clorhidrico 10 N. La suspension se enfrid entre 0y 5 °C
durante 1 hora, el solido se filtro, se lavé con agua y se secé a 60 °C hasta peso
constante. Se obtuvieron 63.07 g (73.3 %) de la 5-feniletilhidantoina {(11) p.f. 159-
161 °C (lit."" 163-165 °C).

RMN 'H (DMSO-d6, 300 MHz) (6): 1.88-2.12 (m, 2H), 2.73 (t, 2H, J = 7.9 Hz), 3.32 (s, 1H), 4.10 {dd,
iH, J = 4,68, 7.21 Hz), 7.16-7.32 (m, 5H).

RMN “C (DMSO-d6, 75 MHz) (5): 30.87, 33.80, 58.20, 126.24, 128.48, 128.56, 141.02, 158.97,
177.09.

" )wasaki, G.; Kimura, R.; Numao, N.; Kondo, K. Chem. Pharm. Bull. 1989, 37(2), 280,
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5. Parte experimental

2

IR v (KBF), (cm™) 3287, 3168, 3027, 2939, 1778, 1716.

o
pe

N):o CO,H
NaCH, H,0
N i Nk,

130°C
11 12

pL-homofenilalanina (12). En un reactor de acero moxidable de 1L se cargaron
81.73 g (0.402 mol) de 5-feniletilhidantoina (11), 400 mL de agua y 48.31 g (1.207
mol) de hidroxido de sodio. La mezcla se calentd con agitacion a 130-132 °C durante
4 horas. Se verficd la terminacion de ia reaccidén por CCF, sistema butanol-acido
aceético-agua (60:20:20). La mezcla de reaccion se transfind a un matraz redondo de
2 L, se adiciond 1 g de carbdn activado y se calentd a ebullicidn durante 5 minutos;
se filtro sobre celita y se lavd con agua. Se ajusto el pH a 6.31 con acido clorhidrico
concentrado, se enfrié entre 0 y 5 °C durante una hora, se filtr, se lavo con agua y
se seco a 60 °C con vacio hasta peso constante. Se obtuvieron 53.63 g (74.33%) de

DL-homofenilalanina (12) con p.f. 279-280 °C (lit."*® 280-282 °C).

RMN 'H (D0, 300 MHz2) (8): 1.93-2.15 (m, 2H), 2.50-2.67 (m, 2H), 3.89 (t. 1H, J = 6.34 Hz), 7.11-7 19
{m, 5H).

RMN C (D,0, 75 MHz) (5); 30.58, 31.72, 52.57, 126.90, 128.75, 129.08, 140.26, 171.99.

IR vpa (Nujol), (cm™"} 1578, 1518, 1455, 1407, 742, 694, 491.

CO,H CO,H
NH, AcyO NH
—_—
NaOH /&0
12 4

DL-N-acetil-homofenilalanina (4). En un matraz de tres bocas de 500 mL provisto
de agitacion mecanica, se adicionaron 12.5 g (69.7 mmol) de la DL-homofenilalanina
(12), 115 mL de agua y 2.79 g (69.7 mmol) de hidréxido de sodio. La mezcla de

"'® Aldrich Catalog Handbook of Fine Chemicals, Mitlwaukee: Aldrich Chemical Co. 2003-2004. No. cat 294357,
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5. Parte experimental

reaccion se enfrio a 0-10 °C y se adicionaron 9.26 g (80.6 mmol) de anhidrido acético
manteniendo el pH entre 11-12 con hidroxido de sodio al 50% y la temperatura por
debajo de 10 °C. Se mantuvo a la misma temperatura durante 1h mas, verificando la
terminacion de ia reaccion por CCF (isopropanol-hidréxido de amonio 70:30). El pH
de la reaccion se ajusté a 2 con acido clorhidrico 10 N, se enfrid a 0-5 °C durante una
hora, se filtrd y se lavo con la minima cantidad de agua para obtener 13.8 g (89.5%)
de la DL-N-acetil-homofenilalanina (4), con p.f. 145-147 °C (lit.'"” 147-148°C).

RMN 'H DMSO-d6, 300 MHz2) (5): 1.91-2.20 (m, 2H), 2.02 (s, 3H), 2.73 (m, 2H), 4.35 (dd, 1H, J =
4.69 9,19 Hz ), 7.15-7.31 (m, 5H),

RMN ®C (DMSO-d6, 75 MHz) (5): 21.33, 32.11, 33.50, 5229, 126.14, 128.49, 128 .49, 141.23, 172.44,
174 46.

IR vemay (KBP), {cm™): 3336, 1911, 1696, 1612, 1551, 1122, 974, 698.

CO,H CO,H
“NH HCWH,0 NH,
Ao
6 1

D-homofenilalanina (1). Una suspension de 396 mg (1.79 mmoles) de D-N-acetil-
homofenilalanina {6) en 10 mL de acido clorhidrico 1 N se calentd a reflujo durante
tres horas, verificando la completa hidrolisis mediante CCF (acetato de etilo-acido
acético 99:1). Se ajusto el pH de la mezcla de reaccion a 6.4 con hidroxido de sodio
al 50%, se enfrid a 0 — 5 °C durante 1 hora y se filtré el sélido blanco precipitado, el
cual se favd con agua y se secd a 60 °C hasta peso constante. Se obtuvieron 248
mg {77.4%) del producto blanco, identificado por medio de su rotacion especifica:
[a)o®® = - 45.4° (c=1, HCI 3 N) [Lit."™® [a)p?® = -45.0° (1, HCI 3 N)].

RMN *H (D,OMNaOD, 400 MHz) (5): 1.69-1.85 (m, 2H), 2.54 (t, 2H. J= 8 Hz), 3.15 (1, 1H, J = 6 H2).

RMN “C (D,O/NaOD, 100.6 MHz) (5): 31.78, 37.19, 56.02, 126.12, 128.56, 128.73, 14123, 14235,
183.20.

IR vmax (KBP), {em™): 3435, 3022, 2927, 2600, 1583, 1515, 1408.

"7 Andraco, J.; Smith, D.; Hartung, W. H. J. Pharm. Sci. 1961, 50, 337.
"% Atdrich Calalog Handbook of Fine Chemicals, Milwaukee: Aldrich Chemical Co. 2003-2004. No. cat. 204365,
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QAc O CN
- HCI
NH,4CI
OA NH
< KOH H RN 2
MeOH NaCN

3 10 5

Clorhidrato de DL-2-amino-4-fenilbutironitrito (5). Se disolvieron 22 g (93.18
mmoles) del diacetato de hidrocinamaldehido (3) en 25 mL de metanol, se enfrid
entre 0 y 5 °C y se adicionaron 99.7 mL de una solucion 0.93 N de hidroxido de
potasio en metanol durante 30 minutos, manteniendo la temperatura entre 0 y 3 °C.
Al finalizar la adicion se verifico la terminacion de la reaccién por CCF (hexano-metil
terbutil éter 95:5), observando completa hidrdlisis, por lo que se concentrd hasta
sequedad en rotavapor, el residuo se suspendio en 40 mL de agua y se exirajo con
acetato de etilo (2 X 20 mL). Los extractos se secaron sobre suifato de sodio anhidro
y se evaporaron al vacio en rotavapor hasta eliminacién completa del disolvente. Se
compard por CCF (hexano-AcOEt 7:3) con una muestra de hidrocinamaldehido
(Aldrich) y se observd una sola mancha, sin contaminacion de 3-fenil-1-propananol.
Se obtuvieron 11.5 g de hidrocinamaldehido (10} como un liquido incoloro, con ™=
1.5240 (iit.""® 1.5230). Este compuesto, sin purificar, se adicion6 lentamente sobre
una solucion fria preparada a partir de 11.6 mL de hidréxido de amonio al 28 % en
18.6 mlL de agua, 1.68 g (34.27 mmoles) de cianuro de sodio y 3.07 g (67.39
mmoles) de cloruro de amonio, manteniendo la temperatura intema entre 0 y 5 °C.
Después de la adicion, se dejo subir la temperatura hasta ambiente y se agito
durante 3 horas. Se extrajo con éter {3 X 10 mL), y la fase organica se exirajo con
acido clorhidrico 3 N (3 X 5 mL), se mezclaron los extractos acidos y se lavaron ¢on
10 mL de éter, se concentro la solucion acuosa hasta sequedad en rotavapor, se
adictonaron 20 mL de isopropanal al residuo y se concentré nuevamente. Se repitio
la adicién y destilacidén de isopropanol, obteniendo 7.63 g de un solido casi blanco

que se suspendid en acetato de etilo, se filtrd, se seco a 40 °C hasta peso constante,

1*® Ardnich Catalog Handbook of Fine Chemnicals, Milwaukee: Aldrich Chemical Co. 2003-2004. No. cat. 393193
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obteniendo 5.35 g (31.8 %) del clorhidrato de pDL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5).

H RMN (D0, 400 MHz) (8): 2.31-2.32 (m, 2H), 2.82-2.96 (m, 2H), 4.41-4.45 (m, 1H), 7.31-7.39 (m,
5H).

¢ RMN (D0, 100 MHz) (3): 30.75, 32.00, 4129, 115.86, 127.19, 128.76, 129.19, 138.15.

2) NH4OH

DL-2{4-isobutilfenil)propionitrilo} (14). En un matraz de 250 mL, equipado con
refrigerante y trampa con hidréxido de sodio al 20 % para la absorcidén de gases
acidos, se colocaron 43.74 g (212 mmoles} de DL-lbuprofeno y 19.33 mL (271
mmoles}) de cloruro de tionilo; la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante una
hora y luego se calenté a temperatura de refiujo por dos horas; se dejo a 25 °C
durante 16 horas. El exceso de cloruro de tionilo se destild a presion reducida y el
residuo liquido se adiciond lentamente y con agitacidon mecanica sobre una mezcla
de 120 mL de hidroxido de amonio al 28 % y 100 g de hielo. Esta mezcia se agito
durante media hora a una temperatura de 0 a 5 °C, se filtrd, se lavo con agua (2 X 30
mL) y se seco a 60 °C hasta peso constante, con lo que se obtuvieron 37.49 g
(86.12%) de DL-2-(4-isobutilfenil)propionamida (13), con punto de fusion 112-114 °C
(Lit.*?® 107-109 °C).

En un matraz de 250 mlL, 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 calentd a refiujo durante 1 hora (CCF, hexano-
acetato de etilo 70:30). Se adicionaron 50 mlL de agua, se separaron las fases y la
fase organica se lavé con 20 mL de solucion de bicarbonato de sodio al 5 %, se seco
sobre sulfato de sodio anhidro y se concentrd en el rotavapor. Ei residuo se destild a

presion reducida, colectando como fraccion principal 15 g {(80.2 %) de un liquido con

% Snell, D.: Colby, J. Enzyme Microb. Tach. 1999, 24, 160.
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p. eb. 98-100 °C / 0.5 mm Hg. (Lit."*' 85-90 °C / 0.15 mm Hg) que corresponde a
(14).

'H RMN: (CDCls, 400 MHz) (5): 0.89 (d, 6H, J = 6.4 Hz), 1.84 (sept, 1H, J=6.4 Hz), 2.47 (d, 3H, J =
8.0Hz),382(c,1H,J=9.0Hz), 7.15(d,2H, J=8.0Hz), 725(d.2H J=8.0Hz).

O —\ OH
y CN CN
DABCO
15

3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropionitrilo (15).'"? A una solucién de 10 g (94.3
mmoles) de benzaldehido y 15 g (283 mmoles) de acrilonitrilo en 100 mL de metanol,
se adicionaron 10 g (89.15 mmoles) de 1.4-diazabiciclo[2.2.2]octanc (BABCQO)
disueltos en 28 mL de agua. La solucidn se dejé a temperatura ambiente durante 66
horas, se concentrd 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 lavo con solucion al
20 % de bisulfito de sodio (3 X 10 mL), se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se
concentrd en rotavapor. El residuo liquido amarillo claro {14.86 g) se destild a
presion reducida, obteniendo 8.33 g (56 %) de la fraccion que destité a 120-125 °C /
1 mm Hg, (Lit."® 110 °C / 0.95 mm Hg) como un liquido incoloro y corresponde a
(15).

"H RMN (CDCl3, 400 MHz) (5): 3.04 (b, 1H), 5.22 (s, 1H), 6.01 (d,2H, J= 296 Hz), 7.39-7.33 {(m, 5H).

'3C RMN (CDCls, 100 MHz) (5) : 73.87, 116.85, 125.85, 126.22, 128.58, 129.65, 138.79.

OH

& KCN, CH,OH
SN S

"2 Hiyama, T ; Inove, M.; Saito, K. Synthesis 1986, 645.
m Cai, J.; Zhou, Z; Zhao, G.; Tang, C. Org. Left. 2002, 4(26), 4723.
" Imagawa, T. Synthetic Commun. 1984, 14{13}, 1267.
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3-Hidroxi-3-fenilpropanonitrilo (16). Se disclvieron 24.42 g (375.3 mmoles} de
KCN en 90 mL de agua, se agregaron 200 mL de metanol y, enfriando a 0 °C, se
adicionaron 9.12 g {76.05 mmoles) de éxido de estireno. La mezcla se agitd entre -5
y 0 °C durante 30 minutos y luego a temperatura ambiente durante 16 horas,
verfficando la terminaciéon de la reaccion por CCF (hexano-AcOEt 9:1). Se
adicionaron 22.5 mL de acido acético, se concentrd al vacio hasta un volumen de 80
mL y se extrajo con ACOEt (3 X 15 mL). El extracto organico se secd sobre sulfato
de sodio anhidro, se concentré hasta sequedad y el residuo se fracciond a presion
reducida, colectando la fraccion que destilé a 106-108 °C / 0.050 mm Hg (Lit.124 120 -
125 °C /0.1 mm Hg).

*H RMN (CDCly, 400 MHz) (5): 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).

’C RMN (CDCl,, 100 MHz2) (5): 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 biocatalitica
5.2.1. Polvos aceténicos de riiidn de mamifero

5.2.1.1. Procedimiento general para la preparaciéon de polvos acetonicos de
rinén de mamiferos. Los nfiones del mamifero recién sacnficado se transportaron
en hielo al laboratorio, se cortaron en trozos pequerios eliminando el tejido adiposo,
se licuaron con acetona fria, empleando una relacidon de 3 mlL de acetona por cada
gramo de tejido de rifion y la suspensién se filtrd al vacio. El proceso de licuado y
filtracion se repitic dos veces mas, y el polvo aceténico resultante se seco
extendiéndolo sobre un papel bajo la campana. Una vez libre de acetona, cada uno
de los polvos aceténicos se tamizé a través de un tamiz de 20 mallas y se guardo en
frascos herméticos a - 20 °C, obteniéndose entre 15 y 18 % del polvo aceténico de

color café claro.

5.2.1.2. Resolucion enzimatica de |a DL-N-acetil-homofenilalanina. Se disolvieron
5 g de DL-N-aceti-homofenilalanina (6} en 125 mL de solucidon amortiguadora de
fosfatos 0.2 M de pR 7.5, con 10 mg/L de cloruro de cobalto; se ajustd nuevamente el
pH a 7.5 con hidroxido de sodio 6 M y se dividié en 5 fracciones de 20 mL cada una
en matraces Erlenmeyer de 125 mL. A cada matraz se adicionaron 250 mg de
polvos aceténicos de rindn de una de las especies estudiadas (ovino, porcino, pemo,
rata y bovino), y los matraces se incubaron con agitacion orbitat a 250 rpm, 37 °C. A
las 24 horas, los matraces correspondientes a los poivos acetonicos de ovino,
porcino y bovino mastraron un considerable incremento en turbidez. Los matraces
con ios polvos de perro y rata se mantuvieron durante un total de 90 horas,
mostrando solo la turbidez original. Cada una de las mezclas de resolucion fue

sometida al siguiente protocolo:

La mezcla se enfrié en bafno de hielo, se ajustd et pH entre 11 y 11.5 con hidréxido
de sodio 6 My se centrifugd a 5000 rpm. Se ajustd el pH del sobrenadante entre 6.3
y 6.4 con acido clorhidrico 10 M; el precipitado se filtro y el filtrado se conservé para
el aistamiento de la D-N-acetil-homofenilalanina.
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E} solido crudo se disolvid con 25 mL de solucién 1 M de acido clorhidrico, se
decolord con carbén activado y la solucion se filtrd sobre celita, se ajusto el pH entre
6.3 y 6.4 con hidréxido de sodio 6 M y se enfric a 0 — 5 °C durante 1 hora. El

producto sdlido se filtro y se secd a 60 °C hasta peso constante.

Los rendimientos obtenidos y las rotaciones especificas registradas para la -
homofenilalanina obtenida en cada experimento se muestran en la Tabla 6.1. Los
excesos enantiomeéricos, que se presentan en la misma Tabla, fueron determinados
mediante el andlisis por HPLC de los comespondientes ésteres metilicos en una

columna quiral.

A partir del filtrado reservado previamente en cada ensayo, se aislo la D-N-acetil-
homofenilalanina de la siguiente manera: Se ajusto el pH del filtrado a 2.0-2.3 con
acido clorhidrico 10 M, se enfrié entre 0 y 5 °C durante 2 horas, se filtrd y se lavé con
agua fria; se seco hasta peso constante a 60 °C y se recristalizé de acetato de efilo.
En la Tabla 6.2 se reportan Jos 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. Derivatizacion y analisis cromatogrifico de los productos de la

resolucién enzimatica.

Ester metilico 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
resolucion con PAR de bovino, ovino y porcino en 6 mL de metanol anhidro. se enfrid
en bano de hielo y se adicionaron, gota a gota, 156 microlitros (2.18 mmoles) de
cloruro de tionilo. Se mantuvo en bano frio durante una hora mas y luego a
temperatura ambiente por seis horas. lLa mezcla se concentrd a presion reducida y
el solido obtenido se disolvié con la minima cantidad de agua fria, se alcalinizé con
bicarbonato de sodio y se extrajo con acetato de etilo (3 X § mL). La solucion se secd

sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporé en rotavapor hasta sequedad. El ester
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(17} se analizé6 por HPLC quiral en una columna CHIRACEL OD empleando, como
fase movil, una mezcla hexano-isopropanol 90:10; . = 210 nm.; flujo: 1 mUmin.  El
tiempo de retencion (tr) para el compuesto 17 fue de 9.35 min y para el isdmero D fue
de 14.10 min. Los resultados de este analisis, expresados COMO excesos

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

Ester metilico de Ila D-N-acetil-homofenilalanina (18). La D-N-acetil-
homofenilalanina (6) obtenida en cada uno de Jos experimentos de resolucion con
PAR de bovino, ovino y porcino se trato con el mismo método descrito en el apartado
anterior y se analizé por HPLC quiral en una columna CHIRACEL OD, empleando

como fase mévil hexano-isopropanol 80:10; con A = 210 nm y flujo de 1 ML/min.

Los tiempos de retencion registrados fueron los siguientes: para el éster metilico de
la D-N-acetil-homofenilalanina (18), tr = 12.5 min; para el éster metilico de la L-N-
acetil-homofenilalanina, tr = 14.8 min. Los resultados de este analisis, expresados

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

5.2.1.4. Determinacion de la actividad especifica de la aminoacilasa contenida
en el polvo acetdnico de rindén de bovino. Se suspendieron 800 mg de polvo
acetonico de rifidn de bovino en 40 mL de solucién amortiguadora de fosfatos 0.2 M
de pH 7.5 y la suspensién se sonico en un bano de hielo con 30 % de amplitud (8

pulsos de 20 s). El sonicado se centrifugd a 27216 X g durante 30 minutos a4 °Cy

se determind la concentracién de proteinas totales del sobrenadante (extracto

enzimatico) por el método del 4cido bicinconinico. '

Se prepararon 25 mL de una solucion 200 mM de N-acetil-OL-homofenilalanina (4)
en solucion amontiguadora de fosfatos 0.2 M de pH 7.5, con 10 mg/L de CoCl, y se
prepararon diluciones de las siguientes concentraciones: 10, 25, 50, 75, 100, 125,

= Smith, P.K Krohn, R.1; Hermanson, G.T.; Mallia, AK.; Gartner, F.H.; Fujmoto, E.K: Goeke, N.M.; Olson,
8.4 Kienk, D.C. Anal. Biochem. 1885, 150, 76; Erratum in: Anal Biochem, 1987 163, 279.



5. Parte experimental

150, 1756 mM. De cada dilucién se prepararon 6 tubos con 200 pL de la solucion y se
enfriaron en un bafo de hielo; a cada tubo se le adictonaron 200 uL del extracto
enzimatico, se mezclaron y se incubaron a 30 °C con agitacién orbital (200 rpm).
Cada hora (hasta la hora 6) se tomé un tubo de cada dilucion y se traté de la

siguiente manera: se le adicionaron 200 pL de acido tricloroacético al 50 %, se

centrifugdb a 27216 X g durante 10 minutos a 4 °C, se pasaron 350 pyL del

sobrenadante a un tubo limpio y se le adicionaron 750 pybL de reactivo de ninhidring,
se incubo a 82 °C durante 5 minutos, se enfric a4 °C, y se leyo la absorbancia a 507

nim.

Los valores de absorbancia se transformaron en unidades de concentracion de L-
homofenilalanina por interpolaciéon en una curva estandar y se graficaron contra el
tiempo en horas. Se determind, por regresion lineal, las velocidades iniciales de
cada dilucion, como se muestra en la grafica 6.1. A partir de estos datos se calculd la
actividad especifica de la aminoacilasa contenida en el polvo acetonico de riion de

povino.

5.2.2. Microorganismos degradantes de nitrilos

Este estudio se realizdo sobre un total de 19 muestras de suelo obtenidas de los
estados de México, Hidalgb, Morelos y Veracruz, asi como dos muestras de agua
termal del poblado de Atotonilco el Grande, Hgo. La localizacion de los sitios de
muestreo y las caracteristicas del suelo se describen en la Figura 5.1 y la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Descripcidn de la ubicacion de los sitios de recoleccién de muestras de suelo para la
blsqueda de microorganismos transformantes de nitrilos.

Atotonilco el grande, Hgo. (aguas

termales) nd nd

12 4 a Coatepec, Ver. nd nd

19°12'04 N

14 5 b Amecameca, Mex. 098°49°06 W 2400
o SR, e

. | 1360 '
T A ESN, |

a) suelos agrfcolas de bajo contenido de nitrageno
b} suelos cercanos a arboles de la familia Rosacea
¢) muestreo aleatorio
nd = no determinada
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Mapa de Recoleccion de Muestras de Suelo
N~

Hidalgo

Veracnuz

Puetla

3
Estado de Méxco

Taxcala

Morelos A

—_ —_— — A e

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 solucién Ringer diluida 1:4, se agitd 5 minutos sobre Vortex y se dejo
sedimentar. Se tomd una alicuota de 200 uL del sobrenadante y se inoculd en cajas

Petri con MMSS-1.  Las cajas se incubaron a temperatura de 28 °C, encontrando
crecimiento en todas [as muestras en periodos de 24 a 48 horas.

51



5. Parte expenmental

Procedimiento B. Se suspendieron 5 g de cada muestra de suelo (Tabla 5.1) en
90 mL de solucidon Ringer diluida 1:4, se agitd 5 minutos sobre Vortex y se dejo
sedimentar. Se tomo una alicuota de 200 ul del sobrenadante y se inoculd en
MMSS-2. Se mantuvieron a temperatura de 28 °C en periodos de 3 a 7 dias,
descartando las muestras que no mostraron crecimiento a los 7 dias.

Se observd crecimiento en las muestras 10, 11, 12, 13, 14 y 17 y se realizaron
resiembras consecutivas de estos microorganismos en ei medio anteriormente

descrito, hasta obtener colonias aisladas.

5.2.2.2 Seleccion de los microorganismos capaces de emplear benzonitrilo

como unica fuente de carbono y nitrogeno.

Se sembrd una coionia de cada una de las muestras anteriores en 25 mL del MMSL,
al que se adicionaron 25 ulL de benzonitrlo como unica fuente de carbono vy
nitrogeno, y se incubaron en periodos de hasta 7 dias, observando crecimiento,
desde las 48 h, Unicamente en la muestra 17. La cepa de la muestra 17, nombrada
V51B, fue conservada en tubos de glicerol al 50% a — 22 °C para su posteror

identificacién y estudio.

5.2.2.3. Extraccién de ADN de R. pyridinivorans V51B. Se crecio la cepa V51B
en 10 mL de medio liquido LB durante 18 horas a 37 °C con agitacion orbital de 250

pm, se centrifugd a 18592 X g y se decantd el sobrenadante. Las células se

resuspendieron en 200 ul. de solucién amortiguadora de TRIS 10 mM y EDTA 0.2
mM de pH 8.0 (solucidn amortiguadora TE), se adiciond 1 mg de lisozima y se incubo
a 37 °C durante una hora, se agregaron 50 uL de dodecilsulfato de sodio al 10%, se
mezcld suavemente por inversion y se dejo reposar durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Se adicionaron 25 pL de solucion de cloruro de sodio 5 M, se

mezclo suavemente por inversion y luego se adicionaron 25 plL de una solucién al
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10% de bromuro de cetiltimetilalmonio en NaCl 0.7M; se mezcld suavemente por

inversién y se incubd a 65 °C durante 15 minutos. Se agregd un volumen igual de

cloroformo, se mezcld suavemente y se centrifugd a 27216 X g durante 5 minutos.

Se transfirid la fase acuosa a un tubo limpio y se agregd un volumen de fenol-

cloroformo (1:1), se mezclé suavemente y se centrifugd a 27216 X g durante 5

minutos. Se adicionaron 0.6 volumenes de 2-propanol a la fase acuosa, mezclando
hasta observar turbidez. Se dejo reposar durante 20 minutos en refrigerador (4 °C) y

se centrifugbé a 27216 X g duramte 10 minutos. Se decanté el sobrenadante, se

escurrio el tubo sobre papel absorbente, se adicionaron 500 ul de etanol al 70 % y
se enjuagd por inversién, descartando el sobrenadante. El paso anterior se repitid

tres veces.

Se seco el ADN en la centrifuga de vacio durante 5 minutos a temperatura ambiente,
se adicionaron 25 pL de solucién amortiguadora con RNAsa y se incubd a 37 °C
durante 30 minutos. Se seco el ADN a 50 °C con vacio, se resuspendié en 1 mL de

solucion amortiguadora TE y se guardd a -20 °C.

5.2.2.4. Amplificacion del ADN del gen que codifica para el RNAr 16S. EI ADN
correspondiente al gen 16S RNAr de la cepa V51B (1.5 kb) se amplificé por ia

tecnica de PCR con el siguiente protocolo:
A cada uno de dos tubos estériles para PCR, se adicionaron los siguientes reactivos:

e 5.0 pL de solucion amortiguadera (Tris-HCI 50 mM de pH 8.3)
e 0.5pl cebador Fd1 §5-CAG AGT TTGATC CTG GCT CAG-3'
¢ 0.5 plL cebador Rd1 5-AAG GAG GTG ATC CAG CC-3'

¢ 0.5 ul dNTPs (0.5 mM c/u)

e 0.5 ul Pfu DNA polimerasa

¢ 0.5 pL de DNA cepa V51B

e 2.0 puL de MgCl 1.5mM (10 mg mL™)

53



5. Parte experimental

e 41 pb de Hy0

Estos se sometieron a una reaccién de PCR con el siguiente programa de

termociclado:

3 minutos a 95 °C, 1 ciclo

1 minuto a 85 °C
1 minuto a 48 °C 30 ciclos

1.5 minutos a 68 °C

10 minutos a 68 °C 1 ciclo

El producto de PCR se analizé por electroforesis en gel de agarosa al 1%, donde se
observo la aparicion de una banda de 1.5 Kb, la cual se purifico por electroforesis
usando el sistema de purificacion GFX PCR DNA and gel band punfication kit
{Amersham Biosciences, UK). EIl producto purificado (Figura 6.1) se envié a la
Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM para su
secuenciacion con los mismos cebadores con J1os que se amplifico el gen del RNAr
168.

5.2.2.5. Biotransformacién de benzonitrilo con R. pyridinivorans V51B en

MMSL.
CO,H
O CN R. pyridinivorans V51B @’ ?

Dos matraces Erlenmeyer con 25 mL de MMSL fueron inoculados con la cepa V51B;

un tercer matraz con MMSL se usd como blanco. Se adicionaron 25 plL de
benzonitrilo a cada uno de los tres matraces y se incubaron a 28 °C con agitacion
rotatoria de 170 rpm, observandose ligera turbidez a las 48 horas en los dos

matraces inoculados. Manteniendo condiciones de esteritidad, se adicionaron 100 pL
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mas de benzonitrilo a cada uno de los matraces y se continud la incubacion bajo las
mismas condiciones por cinco dias mas. Se mezclo el contenido de los dos matraces
de reaccion; la biomasa fue eliminada por filtracion sobre una carna de celita, se
ajusto el pH a 2 con acido clorhidrico concentrado, se saturd con cloruro de sodio y
se extrajo con acetato de efilo (5 X 10 mL). El extracto organico se seco sobre sulfato
de sodio anhidro y se concentré a sequedad en rotavapor. El residuo sdlido se
recristalizé en agua, decolorando con carbon activado.  El producto obtenido se
comparé contra una muestra de acido benzoico por CCF (tolueno-THF-acido acético
90:9:1), por HPLC (Tabla 5.2) y se verificd su identidad por comparaciéon en infrarrojo

con una muestra auténtica.

5.2.2.6. Procedimiento general de obtencion de biomasa de R. pyridinivorans
V51B. Se inoculd la cepa V51B por estriada en MMSS-2 y se incubo a 30 °C hasta la
aparicion de colonias bien definidas (48 horas). Se tomoé una colonia y se inoculd en
un tubo de cultivo con 10 mL de medio liquido LB; se incubd a 30 °C por 14 a 18
horas con agitacién orbital (250 rpm); se transfirid, en condiciones esteriles, a un
matraz con 250 mL de medio liquido LB conteniendo 250 pL de benzonitrilo, y a las 6
horas se adicionaron nuevamente 250 mi de benzonitrilo y se incubd a 30 °C
durante 24 horas con agitacion orbital de 250 rpm. E} contenido se transfirid, en
condiciones estériles, a otro matraz conteniendo 800 mL de medio liquido LB y 1 mL
de benzonitrilo. Se incubd nuevamente en las mismas condiciones entre 20 y 24 h,
hasta que la dilucidn de una alicuota 1:10 mostré una absorbancia de entre 0.38 y
0.4 a 562 nm,

Las células se cosecharon por centrifugacién a 10,000 X g durante 20 min a 4 °C, se
lavd la biomasa dos veces con solucion amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 7,
centrifugando durante 20 min a 10,000 X g. La biomasa se conservé a 4 °C. En

diferentes lotes, se obtuvieron entre 4 y 7 g de biomasa himeda por litro de medio.
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5.2.2.7. Biotransformaciéon 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 solucidn amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 7.5 y se adicionaron
182 mg de benzonitrilo {relacion 1:30 sustrato biomasa). La mezcla se incubd a 30
°C con agitacién orbital de 200 rpm, siguiendo ia reaccion por HPLC cada 30 min. Se
observé la completa transformacion del benzonitrilo a ios 130 minutos de incubacion.
La mezcla se filtrd sobre celita, se ajustd el pH a 2 con acido clorhidrico 10 M y se
evaporo hasta sequedad en rotavapor. El residuo sdlido se suspendid con 40 ml. de
acetato de etilo, se trato con carbon activado, se filtrd, se concentrd hasta sequedad

y se recristalizé en agua. Los resultados se muestran en la Tabla 6.4,

5.2.28. Biotransformacién de fenilacetonitrilo con células integras de R.
pyridinivorans V51B.

R. pyridinivorans V51B
(o

Se suspendieron 2.73 g de células integras de V51B en 70 mbL de solucion

amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 85, se adicionaron 89.6 mg de
fenilacetonitrilo, relacion 1:30 sustrato-biomasa. La mezcla se mantuvo a 30 °C con
agitacion orbital de 200 rpm, siguiendo el curso de la reaccion por HPLC (Tabla 5.2),
observando completo consumo de fenilacetonitrilo en 15 h. Se filtré sobre celita, se
ajusto el pH a 2.0 con acido clorhidrico 10 M y se concentro hasta sequedad en
rotavapor. El residuo se suspendidé en acetato de etilo, se calenté a ebullicién con
carbén activado, se filtré el material insoluble, se evapord hasta sequedad y se

recristalizé de acetato de elilo-hexano. Los resultados se muestran en la Tabla 6.4.

5.2.2.9. Obtencion del extracto intracelular de R. pyridinivorans V51B. 7g de la
biomasa humeda obtenida en el procedimiento descrito anteriormente se suspendio

en 70 mL de solucion amortiguadora de pH 7.7 para sonicacion; se agrego 1 mg de
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lisozima y se incubd a 30 °C durante 16 a 18 horas con agitacién orbital de 100 rpm.
La suspension se enfrié en bafio de hielo y se sometid a un protocolo de sonicacién

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 °C. Se centrifugd a 27216 X g

durante 20 min, se decanté y al sobrenadante se adicionaron 35 g de sulfato de
amonio, para obtener un 70 % de saturacién; se adicionaron 80 pL de 2-
mercaptoetanocl y se guardé en refrigeracion a 4 °C.  El contenido total de proteinas,
determinado por el método del acido bicinconinico fue de 1.97 a 2.3 mg mL™.

5.2.2.10. Determinaciéon de la actividad especifica de la nitrilasa en el extracto
intracelular de R. pyridinivorans V51B. Se centrifugaron 600 pL del extracto
intracelular obtenido en el punto anterior (1 ml = 100 mg células humedas); se
desecho el sobrenadante y el sedimento se disolvio en 3.5 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos 0.1 M de pH 7.5, Se prepararon diez tubos con 750 pL de
soluciones 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3, 04, 05, 075 1y 2 mM de benzonitrlo en
solucién amonrtiguadora de fosfatos 0.1 M de pH 7.5. A cada tubo se adicionaron 250
yL de la solucidn del extracto intracelular, equivalente a 0.14 mg de proteina total y
se incubaron durante 5 minutos a 30 °C con agitacién orbital de 175 rpm, deteniendo
la reaccién de todos los tubos por difucién con solucién amortiguadora de fosfatos 50
mM de pH 3. Las concentraciones de acido benzoico producido en cada tubo se
cuantificaron por HPLC, con base en una curva de calibracion. Los datos se
procesaron con el programa Prism 3.0, calculandose los valores de la actividad

especifica, la K ¥ 12 Vimax. LOS resultados se muestran en la grafica 6.2.
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5.2.2.11. Biotransformacién de DL-2-amino-4-fenitbutironitrilo (5) con células
integras de R. pyridinivorans V51B.

CN
R. pyridinivorans V51B
- X

5

Se suspendieron 3 g de biomasa de la cepa V51B en 80 mL de una solucidn
amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 7.0 y se centnfugaron a 10 000 X g durante
15 min. Separadamente, se prepard una solucion de 123 mg de clorhidrato de BL-2-
amino-4-fenilbutironitrilo en 60 mL de una solucién 100 mM de KH;PQO,, se dividio en
4 partes, se ajustd el pH con hidroxido de sodio 5 M: la primer fraccién a 7.0, la
segunda a 7.5, la tercera a B.0 y la cuarta a 8.5. Cada fraccion equivale a 25 mg
{0.156 mmoles) de la base libre del aminonitrilo (5). Se tomaron 200 pyb como
control de cada solucién. Se mezcld cada fraccién con la biomasa de cada tubo de
centrifuga (relacion 1:30 sustrato-biomasa) y se incub6 a 30 °C con agitacion orbital

de 200 rpm, sigutendo el curso de la biotransformacion por HPLC.

El monitoreo de la biotransformacion se realizé por HPLC, tomando una alicuota de
200 pyL cada dos horas durante las primeras 12 horas y posteriormente cada 24

horas con el siguiente protocolo:

Se mezcld cada alicuota con un volumen iguat de la fase 1 para HPLC, se centrifugd
a 3400 rpm, se separd el sobrenadante y se analizo por HPLC, observando
descomposicién gradual del aminonitrilo desde las primeras 2 horas y completa
descomposicion entre 3 y 7 dias, sin observarse aminonitrilo residual. El sedimento
se suspendid en 10 mL de agua y se ajustd a pH de 9, se centrifugd y se analizo el
sobrenadante por HPLC, comparando con muestras del sustrato 5 y de L-

homofenitalanina (7). Los resultados se muestran en la Tabla 6.4,

0=
O
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5.2.2.12. Biotransformacién de DL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5) con extracto
intracelular de R. pyridinivorans V51B. 6 mL del extracto intracelular de la cepa
V51B, conteniendo 2.3 mg mL™' de proteinas totales, se centriifugaron durante 15
min a 14000 rpm; el sobrenadante se descartd y el sedimento se disolvio con 4 mL
de una soluciéon 11 mM de clorhidrato de DL-2-amino-4-fenilbutironitrito {(5) en
solucién amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 7.5. El pH bajd a 7.22 y no se
reajustd. Se incubd a 28-30 °C durante tres dias, siguiendo la biotransformacion por
HPLC cada 24 horas. A los tres dias se observaron solo trazas de materia prima y no
se detecto el producto esperado 7 en la mezcla de reaccién. El blanco de § mostro

degradacion desde ias 24 horas; agotandose a los tres dias.

5.2.2.13. Biotransformacion de ofros nitrilos con células integras de R.
pyridinivorans V51B.

R OH R= H, -OCHs

o -CN N Ry= H, -Cl, -CH,CH(CH;),
Ry= H, =CH,

Figura 5.2, Nitritos sometidos a biotransformacién con células integras de R. pyrnidinivorans V51B.

Los nitrilos que se representan en la Fig. 5.2 fueron sometidos a las condiciones de

biotransformacion que se describen a continuacion.

Metodologia general. Se suspendid ta biomasa humeda recién obtenida de la cepa
V51B en 25 volimenes de solucién amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 7.5y
se adicion¢ el nitrito en una relacion 1:30 nitrilo-biomasa. En los casos de los nitrilos
insolubles en este medio, se adiciond entre 5 y 20 % viv de dimetilsulfdxido. Se
incubo a 30 °C con agitacion orbital de 200 rpm, siguiendo el curso de la reaccién por
HPLC (ver Tabla 5.2) cada hora durante las primeras 8 horas y posteriormente cada
ocho horas, hasta las 24 horas. Los nitrlos que no maostraron transformacién en 24
horas se mantuvieron en las mismas condiciones hasta siete dias, analizando una

muestra cada 24 horas.
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En los casoes en los que se observd el producto esperado de la biotransformacion, se
procedid a su aislamiento, para lo cual la mezcla se filtrd sobre celita, el pH del
filtrado se ajustd a 2 con acide clorhidrico 10 M y se concentrd hasta sequedad en
rotavapor; el residuo se suspendio en acetato de etilo, se calent6 a ebullicidn y se
traté con carbén activado, se filtrd y se evapord hasta sequedad. EIl residuo se
recristalizd de acetato de etilo. Los resultados obtenidos de la biotransformacion de

los nitrilos evaluados se reportan en la Tabla 6.4.

5.2.2.14. Evaluacion de la capacidad del extracto intracelular de R.
pyridinivorans V51B para transformar diferentes nitrilos. 18 microtubos, cada
une con 1.5 mL del extracto intracelular de 1a cepa V51B, fueron centrifugados a
14000 rpm durante 15 min a 4 °C; se desechs el sobrenadante y el sedimento se
utilizo para evaluar la biotransformacion los nitrilos representados en la Fig. 52. El
sedimento de dos de los tubos (aproximadamente 340 mg) fue mezclado con 3 mL
de una soluciébn 10 mM de cada uno de nitrlos preparada con solucion
amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 7.5, adicionando entre 5 y 20% de
dimetilsulféxido (DMSO). Las mezclas de reaccion fueron incubadas a 30 °C con
agitacion orbital de 200 rpm durante los tiempos que se registran en |la Tabla 6.5,
siguiendo el curso de la biotransformacion por HPLC (Tabla 5.2). Se compard en
cada caso con los controles del sustrato, y en los casos en los que se observo
consumo del nitrilo, se compard con los correspondientes acidos carboxilicos. Los

rendimientos fueron cuantificados por HPLC y se muestran en ia Tabla 6.5.

5.2.2.15. Método analitico para el seguimiento de las biotransformaciones por
HPLC. Se empled una columna Symetry® C,g, de 4.6 X 75 mm. Como fase movil se
utiizo una mezcla de solucidon amortiguadora de fosfatos 50 mM de pH 3.0 y
acetonitrilo, en diferentes proporciones. Los flujos empleados variaron entre 0.6 y
1.0 m/min.  Se utilizé un detector de UV con longitud de onda variable. En la Tabla

5.2 se resumen las condiciones del analisis para cada compuesto.



5. Parte experimental

Preparacion de las muestras para andlisis: Cada alicuota de 200 pL fue tratada
de la siguiente manera: Se mezclé con 200 L de fase movil, se centrifugo por 15
min a 3400 rpm, se tomaron 150 plL det sobrenadante y se filtro a través de un

acrodisco de nylon de 0.45 micras.

Se inyectaron 10 uL de esta solucion para el registro de los cromatogramas,
comparando contra blancos del sustrato y de biomasa, asi como estandares de
sustrato y de producto esperado. Los tiempos de retencion (tr) observados se

registran en la Tabla 5.2.

Tabla 52, Método analitico para el seguimiento de las biotransformaciones por HPLC,

c,’empuesto .......... (n?n )
ibenzopitilo 0 1 240
';fenllacetomlrllo 1 240 Ny
_ 24enilpropionitrilo L T 220
' 3-hidroxi-2-metilen- 3—fenilprop|0mtnlo a 4.76 1 240 |
 3hidroxi-3denilpropionitrilc @ 389 4 240
’é4-metox1benzonltrllo a 849 1 240 |
 a-clorofenilacetonitrilo L R g 220
| DL-2-(4-isobutilfenil) propionitrilo) b 9.90 1 220
| 2-amino-4-fenilbutironitrilo a 286 | 06 ibma
. benzamida a 1.52 1 240
| 4cido fenilacético a 362 1 240
. &cido benzoico a 3.23 1 240
 cido p-anisico a 355 1 240 |
L-homofenilalanina a 1.80 0.6 220
| DL-buprofeno - B a1 o

' tr = tiempos de retencnbn a= KH;PO‘ 50 mM pH 3 0~aoeton|lrilo 70:30: b = KHQPO, 50 mM pH 3. 0-
acetonitrilo 40:60.
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6. Resultados y discusion

6. RESULTADOS Y DISCUSION

La demanda de compuestos quirales enantiopuros se esta incrementando,
principaimente en la industria farmacéutica, debido a las regulaciones sobre nuevos
farmacos y al reconocimiento de que los enantibmeros de un compuesto quiral
pueden tener dramaticas diferencias en sus propiedades biologicas. El cambio a
farmacos enantiopuros puede mantener el éxito comercial y mejorar la eficacia de un

farmaco racémico que ha perdido su patente.'®

Una de las estrategias mas usadas para la preparacion de aminoacidos enantiopuros
es la resolucion enzimatica de sus ésteres 0 amidas. Sin embargo, Ias resoluciones
tienen generaimente la desventaja de que uno de los enantibmeros obtenidos no
tiene aplicacion, haciendo necesario un paso de racemizacion para ser reutilizado, lo
que encarece el proceso. Sin embargo, la resolucion de la DL-N-acetil-
homofenilalanina (4) es una estrategia tecnolégicamente viable, debido a que, en
este caso en paricular, es posible emplear tanto la D-homofenilaianina (1) como la L-
homofenitatanina (7) en forma enantiopura como materia inicial para la sintesis de
farmacos del tipo de los inhibidores de la ECA, por ejemplo el Benazepril, como se
puede ver en la Figura 6.1.

H o
1) NaNO, | H,O" o} N
COM 3y s0Ch 1 E1OH COE /T COH Qj o
"NHg 3) O3NCgHSO0.C1 f EyN - M OMs H-‘»N"‘
_— =i}
g @ H 1) SOCY, MeOH

™ CO4 Bu
; Hoes 2) DMA 50° 60 h
7 3) CICHCOBu, KOH, THF T
O-hamolenilaksnina Benazeprl L-homelenilalanina

127128

Figura 6.1. Sintesis enantioconvergente de benazepril

Partiendo de esta necesidad, se evaluaron en este proyecto dos diferentes
attemativas biocataliticas para la preparacion de 1, empleando, en ambos casos, el

cinamaldehido (2) como materia de partida. Ambas estrategias sintéticas

‘2‘: Rovhi, A M Chem. & Eng. News 2004, 82124), 47
"7 Ching-Yao Chang ; Teng-Kuei Yang. Tetrahedron Asymmetry 2003, 14, 2239,
"% Boyer, S. K; Plund, R. A ; Portmann, R. E.; Sedetmeier, G. H.; Weiter, H. F. Helv. Chim. Acta 1988, 71, 337.
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6. Resultados y discusion

originaimente planteadas se resumen en la Figura 6.2.

COH COH CoM
NH A ©/\) YNHAE @/\/’\ NH,
/&o ¢
4 & 7
0-6'0 J
o OAc \ COH

e,
©/"‘-\\)k!-l ab ,.©/\/%A’c ©/\) NH,

2 3
N CN CN COH
©/\/LNH, ' @A)”’NH, + NH,
HCl
5 19 7

a= Acz0, APTS, b=Hy, PA/C, ¢=KCN, (NHJHCOy d = NaCHM;0, 130°C, e= Ag0, 0-5 °C; f= KOH, 0-5 °C;
g= NaCN, NH,C!: h= polvos acetdnicos de nivén de mamifero; i= microarganismo transformante de nitnlos;, j=
HCI 1 N, reflyjo.

Figura 6.2. Sinlesis quimico-enzimatica de la p-homofenilalanina (1)

Como se discutirda mas adelante, la primera opcidén biocatalitica probada, la
resolucion enzimatica de la DL-N-aceti-homofenilalanina (4) condujo a la L-
homofenilalanina con alto rendimiento y buena pureza enantiomeérica, mientras que la
segunda estrateqia, consistente en la hidrolisis enzimatica del aminonitrilo racémico

{5) no tuvo los resultados esperados.

6.1. Sintesis quimica
Sintesis de DL-N-acetilhomofenilalanina (4)

El compuesto 4 fue obtenido quimicamente como se muestra en la Figura 6.2,

mediante una secuencia de reacciones adaptadas de varias metodologias

conocidas, <3

El primer paso consistid en la proteccion del cinamaldehido (2) como diacetato,
empleando 1.1 equivalentes de anhidndo acético y acido p-toluensulfénico como

catalizador. Esta reaccidén, que permitié un aislamiento simple del intermediario 9
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6. Resultados y discusion

(Figura 6.3) y un rendimiento del 80%, superior al 60% reportado en la literatura,
representd una mejora al método descrito,'® que utiliza un gran exceso (3

equivalentes) de anhidrido acético, lo cual complica su aislamiento.

O OAc OAc
s H AcO =~z OAc Hy OAc
—fi—
APTS PdIC

Figura 6.3. Sintesis del diacetato de hidrocinamaldehido (3)

El diacetato de cinamaldehido (9) fue sometido a hidrogenacion catalitica (Figura
6.3), obteniendo el diacetato de hidrocinamaldehido (3) con 92 % de rendimiento. Ei
hecho de emplear el cinamaldehido protegido como diacetato evito la reduccion
parcial del aldehido durante la hidrogenacion, lo cual se observd al tratar de
reproducir, con resultados mediocres, las condiciones descritas en la patente,'® en
la que se describe la hidrogenacion directa de 2. Ademas, se encontré que es
factible realizar esta hidrogenacion sobre la mezcla cruda de reaccién de 9, con
resultados similares.

Para la elaboracion de la 5-feniletiletithidantoina (11) se desarroltaron también
condiciones originales, basadas en el método propuesto por Iwasaki ™' que
consistieron en el tratamiento directo de 3 con cianuro de sodio y bicarbonato de

amonio (generado in situ) en un sistema cemado (Figura 6.4).

o)

QOAc NH
NHMHCO
OAc —— 2+ 773, Nko
NaCN H
3 11

Figura 6.4, Sintesis de la S-feniletiletiihidantoina (11)

" Kochhar, K S.; Bal, B. 5.; Deshpande, R P., Rajadhyaksha, S. N.; Pinnick, H. W. J. Org. Chemn. 1983, 48,
1765.

10 Castelijns, A. M.; Hogeweg, J. M., van Nispen, S. U.S. Pat. 5,811,588, 1998

" lwasaki, G.. Kimura, R.; Numao, N.; Kondo, K Chem. Pharm Bull 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 hidrocinamaldehido (10), carbonato de amonio y cianuro de

potasio.

CO,H

AG,O. CO,H

N)QO NaOH, H,0 Of\)\ pH1011 NH

N T 130°C Py
o

1" 4
Figura 6.5. Sintesis de DL-N-acetil-homofenilalanina (4)

La hidrélisis alcalina de la hidantoina 11 se realiz6é eficientemente a 130 °C en un
reactor a presion. La eliminacion del exceso de amoniaco y el ajuste de pH a 6.3
permitié aislar la DL-homofenilalanina (12) con un rendimiento de 53% desde
cinamaldehido. La acetilacion de 12 por métodos convencionales generd, con 92%
de rendimento, la DL-N-acetil-homofenilalanina (4} (Figura 6.5).

Sintesis de DL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5)

Para evaluar la segunda estrategia biotecnoldgica propuesta, la sintesis de D-
homofenilalanina empleando microorganismos degradantes de nitrilos, se requirio
preparar el clorhidrato de PL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (8). Este producto se aisla y
alimacena en forma de clorhidrato debide a su baja estabilidad como base libre.

El compuesto 5 fue preparado siguiendo un protocolo descrito por Lépez-Serrano y
col."™® a partir de hidrocinamaldehido (10) y cianuro de sodio como reactivo limitante.
La modificacion propuesta por estos autores a la reaccion original de Strecker
consiste en el empleo de un exceso del hidrocinamaldehido en relacion con el
cianuro, con lo que reportan un 57 % de rendimiento estequiométrico del compuesto
5 en forrna de clorhidrato. El aislamiento aprovecha las propiedades basicas del

aminonitrilo formado y el exceso de 10 puede ser recuperado y empleado en lotes

¥ Lépez-Serrano, P.: Sheldon, R. A Jongejan, J. A van Rantwijk, F. Tetrahedron: Asymmetry 2001, 12, 219.

m r"i{isuwﬂ .‘I;.'i ﬂrlﬂ«!ipmi ﬂf |NFEP&%§::‘3: 65
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6. Resultados y discusion

posteriores. En nuestro caso, e! hidrocinamaldehido (10), preparado por hidrélisis
alcalina de! diacetato 3, fue utilizado sin purificacion en el método modificado de
Lopez-Serrano (Figura 6.6).

OAc 2 N hel
KOH, CHyOH 1} NaCN, NH,CI
OAc —'3_._ H ) }—_—4' NHZ
2) HC
3 10 5

Figura 6.6, Sintesis del clorhidrato de pL-2-amino4-fenilbutironitrilo (5)

Otros nitrilos sintetizados

Los compuestos 14 - 16 fueron sintetizados en el laboratorio siguiendo metodologias

descritas en Ia literatura. "™

6.2. Parte biocatalitica

Para alcanzar el objetivo general establecido en este proyecto se probaron dos
diferentes estrategias biocataliticas. La primera aitemativa evaluada fue |a resolucion
enzimatica de I[a DL-N-aceti-homofenilalanina (4) empleando la actividad
aminoacilasa contenida en 10s polvos acetdnicos de rifdn de mamiferos. Se estudid
la viabilidad de esta biotransformacion con los polvos aceténicos obtenidos de cinco
diferentes especies de mamifero de facil disponibilidad. La segunda estrategia
evaluada fue la potencial hidrélisis del DL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (8) con enzimas
transformantes de nitrilos. Este estudio incluyé la blsqueda, en muestras de suelos,
de microorganismos con esta capacidad, su aislamiento e identificacion, ademas de
la obtencion de un extracto intracelular con la actividad transformante de nitrilos y de

su evaluacion sobre diferentes nitrilos.

*3 a) Snell. D., Colby, J. Enzyme Microb. Tech. 1999, 24, 160. b) Brady, D.; Beeton, A; Zeevaart, J.. Kgaje, C ;
van Rantwijk, F.; Sheldon, R. A Appl Microbiol Biotechnol . 2004, 64, 76. c) Hiyama, T ; Inove, M ; Saito, K.
Synthesis 1988, 645. d) Cal, J, Zhou, Z; Zhao, G.; Tang, C. Org. Lett. 2002, 4(26), 4723,
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6.2.1. Resolucion enzimatica de DL-N-acetil-homofenilalanina (4) empleando

polvos acetonicos de rifion de mamiferos.

El polvo acetdnico de rifion (PAR) es un preparado proteico obtenido a partir de
rinones de diferentes especies de mamifero, que por trituracion en frio con acetona,
producen un polvo fino, libre de grasa y agua, con un contenido variable de
aminoacilasa en diferentes especies.”  Aunque existen reportes de la resolucion
enzimatica de N-acetil-aminoacidos con aminoacilasas aisladas a partir de
microorganismos, ™ de rifidn de porcine'® y con extractos acuosos preparados a

partir de PAR de porcino,*¥

no se encontré en la literatura referencia al empleo
directo de PAR para este tipo de transformacion. Lo anterior nos motivo a estudiar
la factibilidad de utilizar estos preparados en la resolucion de la DL-N-acetil-
homofenilalanina {4} (Figura 6.7), buscando cubrir el objetivo general de este trabajo.
ademas de contribuir al desamollo de métodos que empleen enzimas parcialmente

purificadas en sintesis organica.

COyH CO,H CO,H
NH PAR - "R NH,
PN ) A
0 o}
4 6 7

Figura 6.7. Resclucion enzimatica de DL-N-acetil-homefenilalanina (4)

En una etapa inicial, se comparo la capacidad de los PAR de diferentes mamiferos
de facil disponibilidad para efectuar la resolucion de 4. Se efectuaron experimentos
con los polvos aceténicos obtenidos de rinones 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 bioconversion al

* |indner, H.;, Hopfner, S.; Tafler-Naumann, M.; Miko, M.; Konrad, L.; Rohm, K. Biochimie 2000, 82, 129,
" Chibata, |. Adv. Mol. Celi. Biol. 1996, 15A, 151,

“*palm, G J.; Rohm, K.H. J. Profein Chem. 1995, 14(4), 233,

¥ Nadai, Y. J. Biochem. 1958, 45, 687. CA 53:17730
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emplear el rifidn entero y la corteza, aungue no se observo una diferencia apreciable,

Para realizar este estudio, se emplearon rifiones de mamifero de animales recién
sacrificados, con el objeto de descartar interferencias por la accion de las proteasas,
presentes en el tejido de rindn, sobre las aminoacilasas. Para este fin se logré la
colaboracién de los responsables del rastro “La Aurora”, en Cd. Netzahualcoyot,
Mex.; del Centro de Control Canino de la Delegacion |ztapalapa y del Bioterio de la
FES-Zaragoza.

Con una metodologia simple, que consistio en incubar a 37 °C una solucién de 4 en
solucion amortiguadora de fosfatos 200 mM de pH 7.5, con 25 % de PAR en relacién

al sustrato, se logro la resolucion deseada en 24 horas.

La base del éxito de esta resolucion consistic en que, por un lado, el sustrato tiene
una solubilidad de 18 g/L en el medio de reaccidn, mientras que el aminoacido libre,
producto de la resolucién, tiene muy baja solubilidad (0.8 g/L), permitiendo un
desplazamiento del equilibrio. La separacion de los productos también se facilita
debido a las diferentes solubilidades de ambos productos en el punto isoeléctrico de
de la L-homofenilalanina.

LLos PAR de porcino y de bovino condujeron a los mejores resuitados en cuanto a
rendimiento quimico 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 resultados obtenidos de los experimentos comparativos de resolucion de 4 con

tas especies estudiadas.
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Tabla 6.1. Rendimientos, rotacion especifica y excesos enantioméricos (e.e.) de la L-homofenilatanina
(7)., obtenida por resolucion enzimatica de 4 con PAR de ovino, porcing, bovine, munno y canino.

b

Especie de mamifero Rendimiento ()™ ® ee
(%) (%)
ovino 34.0 + 44 .8° 99.4
POorcino 40.0 + 45.1° 999
bovino 41.0 + 452° 99.9
murino - -- -
canino - - -

a=Lit"™® [G]Dm*- 45.0° (c=1, HCI 3N)
b = Cuantificado por HPLC quiral comg el éster metilico de L-homofenilalanina (17).

Tabla 6.2. Rendimiento, rotacién especifica y ee de la p-N-acetil-homofenilalanina (6), obtenida por
resolucién enzimatica de 4 con PAR de ovino, porcino, bovino, murino y canino.

b

Mamifero Renc:;:)iento [o]o® ? T;D)
ovino 26.0 - .189° 940
porcine 33.0 -19.4° 99.9
pbovino 37.0 -195° 96.0
murino - - -
canino - - -

a= Lit."® [a)o®® = - 19.2 ° (c=1, metanol),
b= Cuantificado por HPLC quiral como el éster metllico de p-M-acetil-homofenilalanina (18).

Se realizaron experimentos tendientes a mejorar esta biotransformaciéon. Las
variables estudiadas para el desarrollo de condiciones mejoradas de reaccion fueron:
proporcion de polvos acetonicos, temperatura y tiempo de reaccion. Asi, se
determiné que una proporcion entre 15 y 25 % de polvo acetdnico de rifidn de

" Aigrich Catalog Handbook of Fine Chemicals, Milwaukee: Aldrich Chemical Co. 2003-2004. No. cat. 204373
" Giannis, A, Henk, T. Liebigs Ann. Chem. 1991, 8, 789.
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bovino, una temperatura de 37 °C y tiempos de reaccion de 24 horas condujeron a

los mejores resultados.

Lo anterior llevé a establecer que, en una escala productiva, se requeririan 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 separacion y purificacién de los productos de la resolucion
involucra llevar el pH a 11 — 11.5 para solubilizar ambos productos y poder
separarios, por centrifugacion o filtrado, de la mayor parte de las proteinas presentes
en la mezcla de resolucion. Un ajuste de pH entre 6.3 y 6.4 permite ta precipitacion
del aminoacido libre 7, permaneciendo en solucion 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 hidrdlisis quimica en medio
acido, sin racemizacion apreciable, con un rendimiento de 84.8 %. La rotacion éptica
del producto obtenido fue de — 45.7° (1, HCI 3N) (Lit. " [«]p? = - 45° (1, HCI 3N).

6.2.1.1. Determinacion de la actividad especifica de la aminoacilasa contenida
en la fraccidon soluble de los polvos acetdonicos de riiidn de bovino. La
determinacion de proteinas totales determinadas por el método del acido
bicinconinico' en la fraccién soluble de los polvos aceténicos de rifidn de bovino dio
como resuitado una concentracion de 3.2 mg mL™. Con esta disolucion de proteinas
solubles se determinaron las velocidades iniciales de la hidrolisis enzimatica de
soluciones 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 mM de N—acetil-DL-homofenilalanina
(4), mediante la cuantificacién colorimétrica a 507 nm del producto de reaccion de la
L—homofenilalanina con la ninhidrina. Los valores de absorbancia se transformaron
en unidades de concentracion de L-homofenitaianina por interpolacion en una curva

estandar y se graficaron contra el tiempo en horas. Los datos de velocidad inicial en

140

Aldrich Calalog Handbook of Fine Chernicals, Milwaukee: Aldrich Chemical Co. 2003-2004. No. cat 294365,
Smith, P.I; Krohn, R.1.; Hermanson, G.T., Mallia, AK; Gartner, F.H.; Fuimota, E.K; Goeke, N.M.: Oison,
B J; Klenk, D.C. Anal Biochem. 1885, 150, 76, Emalum en: Anal Biochem. 1987, 163, 279.

(L3
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funcion de la concentracion de sustrato, se ajustaren a la ecuacion de la hipérbole
(ecuacion de Michaelis-Henri) por regresion no lineal (Grafica 6.1).

Los parametros de la ecuacion, velocidad maxima (Vma) ¥y constante de Michaelis

(Km), con sus errores estandar de regresion fueron:
Viax = 12.4 + 0.98 pymol min™* mL™*
Km =650+127 mmollL™

El valor de Viax depende de la concentracién de enzima y de la constante catalitica
de esta (kear). A SuU vez, 12 kea €5 dependiente de la temperatura y del pH. La K, en
cambio, es un parametro que caracteriza a esta enzima y al sustrato utilizado, y
tambien es dependiente de la temperatura y del pH. Debido a que no utilizamos la
aminoacilasa pura, no es posible calcular 18 Kea (Vmax / [ENziMa]) ya que no
conocemos la concentracion de la aminoacilasa. Damos el dato de la actividad
especifica (Q) en nuestra preparacion, que depende del valor de key y de la

abundancia de la enzima en la mezcla de proteinas solubles, calculada como:

—_

Q = Vma / [proteina total], obteniendo el valor de 3.9 uymol mg™' mL" para una
preparacion tipica.

10.0 4

Vo pmol mb! min’!

{L-HPA] mmol L

Grafica 6,1. Aminoacilasa contenida en la fraccidn soluble del polvo aceténico de rifién de bovino.
Curva de velocidad versus concentracidn de L-HPA. Los datos experimentales se ajustiaron a fa
ecuacion de Michaelis-Henri por regresion no lineal.
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6.2.2. Biotransformacién con microorganismos transformantes de nitrilos.

La segunda estrategia probada para la obtencion de la D-homofenilalanina (1)
consistié en la hidrélisis enzimatica del DL-2-amino-4-fenilbutironitriic (5), empleando
microorganismos transformantes de nitrilos, lo cual daria lugar, dependiendo del tipo
de enzimas presentes en el microorganismo, a una mezcla de dos compusestos de
facil separacion, como senan, por ejemplo, el L-aminoacido (7} y el o-aminonitrilo
(19), 0 el L-aminoacido (7) y la D-aminoamida (8) (Figura 6.8), segun han descrito
wang'? y Wegman.'®

CO,H

CN
o~ iy
NH NH
@Nk ) X @/‘\) )
18

microorganismo 7
transformante de ritrilos
NH, = 0

CN

CONH;

COH
5 7l
NHy NH,
~
7 8

Figura 6.8. Resolucidn enzimatica planteada para pL-2-amino-4-fenilbutironitrilo (5)

El primer paso para afrontar este problema consistid en la busqueda de
microorganismos con capacidad de utilizar nitrilos como fuente de nitrégeno a partir
de muestras de suelo de algunas regiones del centro del pais (ver Fig. 5.1). Para
este muestreo se siguieron tres criterios: a) suelos agricolas de bajo contenido de
nitrégeno; b) suelos cercanos a arboles de la familia de las Rosaceas, que contienen
en sus semillas glucosidos cianogénicos, tales como Prunus capulli ¢) muestreo
aleatorio (Tabla 5.1).

142

a) Wang, M_X. and Shuang-Jun, L Tetrahedron Left. 2001, 42, 6825. b) Wang, M. X. and Shuang-Jun L J,
mOrg_ Chem. 2002, 67,6542
Wegman, M. A; Sheldon, R. A Heinemann, U.; Stoiz, A ; van Rantwijk, F. J. Mol Catal 8:Enzim 2001, 11,
249,
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Para la busqueda de microorganismos con capacidad transformante de nitrilos se
disefid un método de seleccion que consistio en el empleo de un medio de cultivo
minimo salino sélido conteniendo 1% de glucosa como fuente de carbono y 0.1 % de
una mezcla 1:1 de benzonitrilo y valeronitrilo como fuente de nitrdgeno (MMSS-1}
{procedimiento A). Se decidid incluir en los medios de seleccion un nitrilo alifatico y
uno aromatico, tomando en cuenta su disponibilidad, se optd por los compuestos

mencionados,

Ahora bien, en vista de que casi todas las muestras recolectadas mostraron, al ser
inoculadas en el MMSS-1, abundante crecimiento en periodos de 1 a 3 dias, se
decidié emplear un medio de cultivo sin glucosa, conteniendo como unica fuente de
carbono y nitrégeno 0.1% de una mezcla de valeronitrilo y benzonitrilo (MMSS-2).
Con esta restriccion, se observd crecimiento en las muestras que se sefialan en la
Tabla 6.3.

Tabla 6.3. Resultados de |la busqueda de microorganismos con capacidad degradante de nifrilos

Muestra Region MMSS-1 MMSS-2 MMSL

.}a 8 e .: L 1 s : -_-.::Z:
9
12

.......

L+

—

o
O wm~No oie s W
o+ o+ o+ o+ o+

Las colonias que crecieron en el MMSS-2 fueron incubadas en un medio minimo
salino liquido 9.8 mM con benzonitrilo como uUnica fuente de carbono y nitrégeno
(MMSL). El benzonitrilo es menos volatil y menos toxico que el valeronitrilo, presenta

buena solubilidad en agua y, fanto el mismo benzonitrilo como sus productos de

3



6. Resultados y discusion

bioconversion, tienen una intensa absorcion entre 220 y 260 nm, lo cual facilita su

deteccidén por HPLC.

La muestra 17 fue la Gnica que crecié en este medio. Esta cepa se aislo en forma
pura por resiembras consecutivas en el MMSS-2 y se conservo en glicerol al 50% a
-20 °C. La tincion de Gram mostré bacilos Gram-positivos. Esta cepa fue
denominada V51B.

La biotransformaciéon de benzonitriio con la cepa V51B en el medio de cultivo
(MMSL) produjo acido benzoico con 41 % de rendimiento y p.f. 119-121 °C (Lit.'*
122-123 °C). Sin embargo, en vista de que esta bioconversion fue muy fenta, siendo
necesario adicionar el sustrato en dos porciones para continuar el crecimiento, se
decidid cambiar la estrategia: se crecieron las células en medio liquido LB, se
aislaron y se suspendieron en una solucion amortiguadora de fosfatos de pH 7.5,
Con esta metodologia se logrd la completa conversidén de benzonitriio en
aproximadamente dos horas, empleando una relaciéon de sustrato a biomasa 1:30.
El rendimiento de acido benzoico obtenido por este método fue de 45.4 % (Tabla
6.4).

Se demostrd que este microorganismo no produce benzamida ni tampoco la
metaboliza, con 1o que se concluyd que posee enzimas con actividad de nitrilasa y no
de nitrilo hidratasa ni amidasa. Por otro lado, se observd que el acido benzoico
producido es completamente metabolizado en 24 horas al emplear células integras
de V51B, lo cual es consistente con reportes en la literatura para diferentes
micraorganismos.'*  Se explord entonces la conveniencia de emplear un extracto
intracelular de V51B, con lo que se evitaria la degradacion del acido benzoico. Esta
hipdtesis fue corroborada con la experimentacion correspondiente, obteniendo un
rendimiento de 92.3 % del acido benzoico (Tabla 6.5).

:Z Aldrich Catalog Handbook of Fine Chemicals, Milwaukee: Aldrich Chemical Co. 2003-2004. No. cat 242381
a) Yamaguchi, M. Fujisawa, H. J. Biof Chem. 1978, 253, 8848. b) Yamaguchi, M., Fujisawa, H. J. Biol
Chem. 1980,255, 5058. c) Reiner, AM. J. Biol Chem, 1972, 247, 4960. d) Hosokawa, ¥, Starser, R.Y. J.

Biol Chem. 1866, 241, 245,

74



6. Resultados y discusion

El extracto intracelular fue preparado por tratamiento de las células con lisozima,
sonicacion y centrifugacion. Después de saturar del sobrenadante al 70% con
sulfato de amonio, se conservd a 4 °C con mercaptoetanol como antioxidante. La
concentracion de proteinas totales, determinada por el método del acido

bicinconinico, fue de 1.96 mg mL"’

6.2.2.1. Determinacion de la actividad especifica de nitrilasa en el extracto
intracelular de la cepa V51B. Se cuantificd por HPLC el acido benzoico formado
en la reaccion de la nitrilasa, usando benzonitrilo como sustrato. Se ensayod la
enzima contenida en el extracto intracelular, variando la concentracion de sustrato en
el intervalo de 0.1 a 2.0 mM. Se cuantificd el producto formado en un tiempo fijo (5
min), en el cual el avance de la reaccion fue menor del 10 %, de modo gue ias
velocidades obtenidas se pueden considerar como velocidades de reaccion iniciales
{vo). La cuantificacién del acido benzoico producido en cada muestra se obtuvo por
referencia a una curva de calibracién. Los datos de velocidad versus concentracion
de benzonitrilo se ajustaron a una cinética hiperbdlica (Grafica 6.2), de igual manera

que en el caso de la aminoacilasa, como se explicod en la seccién 6.2.1.1.

0.1004
0.0751
0,050

0.0254

Vo umatmt™ min'

0.000

]

[PhCN] mmoll”!

Grafica 6.2. Cinética de la nitrilasa en un extracto intracelular de R. pyridinivorans V51B con un
contenido de 1.96 mg mL™' de protelnas totales. Datos ajustados a la ecuacién de Michaelis-Henri por
regresion no lineal. Los parametros obtenidos en el ajuste con su emor estandar fueron; V.., 0.0957 +
0.0095 pmol L™ min™" ; Km, 0.196 + 0.063 mM. Actividad especifica: 0.677 pmol L™ min" mg™.
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6.2.2.2. \dentificacién de la cepa V51B. Los RNAr participan activamente en la
sintesis de proteinas en procariotes y eucariotes y sus secuencias son conservadas
en la filogenia. Por esta razén, 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 separd de otra y pemnitiéndonos agrupar a miembros de la
misma especie por la similitud en la secuencia de sus genes de RNAr 16S. La
secuenciacion del gen de RNAr 16S de la cepa V51B fue realizada en un
secuenciador de DNA ABI Prism modelo 3100 en el Laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM; los electroferogramas
obtenidos se muestran en el anexo 2. Se usaron cebadores ("primers”) universales,
de origen comercial (Stratagene). Por limitaciones del equipo de secuenciacion, fue
necesario proceder en dos partes, sobre dos segmentos del DNA del gen de 16S,
para lo cual se disend y se sintefizd un ofigonucledtido de 16 pares de nucledtidos,
complementario de un segmento en la mitad del gen, para usarse como cebador

intermedio y secuenciar el gen entre los nucledtidos 850 y 1473.

La alineacion de la secuencia de 1473 nucledtidos del gen de RNAr 16S de la cepa
V51B con el GenBank presentd una identidad del 99.93 % con Rhodococcus

pyrdinivorans.'*®

R. pyridinivorans, como su nombre lo indica, €s una bacteria capaz de utilizar piridina
como fuente de carbono y nitrogeno. Sin embargo, la cepa V51B fue incapaz de
biodegradar piridina bajo las mismas condiciones en que biotransforma al
benzonitrilo. Es coman que los genes que pemmiten la utilizacidon de compuestos
quimicos  antropogénicos  estén  codificados en  elementos  genéticos
extracromosomicos (plasmidos) o bien en elementos movies 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

asoctada a la identidad molecular de la bacteria. Del mismo modo, es comun

"$Yoon, J-H., Kang, S-K; Cho, Y-G.; Lee, S. T.; Kho, Y. H.; Kim, C-J.; Park, Y-H. Int. J. Syst. Evol Micr. 2000,
50, 2173.

" Maeda, K., Nojiri, H., Shintani, M., Yoshida, T., Habe, H. and Omon, T: /. Mol Biol 2003, 326, 21.

76



6. Resultados y discusion

encontrar bacterias del mismo género y diferente especie que comparten genes que
permiten la utilizacion de compuestos quimicos antropogénicos, como es el caso de
los genes para degradar dibenzotiofeno en bacterias del género Rhodococcus ©
carbazol dentro del género Pseudomonas.’® En este caso, consideramos que la
clasificacion “pyndinivorans™ podria estar asociada a un conjunto de genes que no
necesariamente estan presentes en el cromosoma de esta bactenia. Por el momento,

a la cepa V51B le denominaremos en lo sucesivo Rhodococcus pyndinivorans V51B.

La Figura 6.9 muestra la fotografia del gel de agarosa al 1 % con marcadores de
pesoc molecular y el producto de la PCR purificado por electroforesis usando el
sistema de purificacion GFX PCR DNA and gel band punfication kit (Amersham
Biosciences, UK}, El producto purificado, de 1.5 Kb se envié al Laboratoric de
Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM para su
secuenciacion con los mismos cebadores con los que se amplificé el gen del RNAr
16S.

6Kb
4Kb —
2Kb
Carriles:
1y 5= marcador 1 Kb
2 =1 pL del producto de la PCR
3 =3 pL del producto de la PCR
4 = 5 L del producto de la PCR

Fig. 6.9. Fotografia del gel de electroforesis que muestra el producto purificado de la PCR y
marcadores de diferentes pesos moleculares

el Widada, J., Nakas, S., Endoh, T., Urata, M., Ashikawa, Y , Shintaré, M., Saik, Y., Yoshida, T., Habe, H.,
Omori, T. and Nojin, H. Biotechnol. Biochem. 2004, 68, 1467,
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Se evaluo la capacidad de V51B para la hidrolisis de fenilacetonitriio, como un
ejemplo de nitrilo alifético.  La biotransformacién se realizd con células integras y
con extracto intracelular, obteniendo mejores resultados con este ultimo método
{Tablas 6.4y 6.5).

Ahora bien, a pesar de que R. pyrdinivorans V51B transformd eficientemente al
benzonitriio y al fenilacetonitrilo en los correspondientes acidos carboxilicos, esta
bioconversion no tuvo éxito empleando como sustrato el DL-Z-amino-4-
fenilbutironitrilo (5). aun después de varios experimentos, en los que se evaluaron
diferentes condiciones de biotransformacioén. Las variables que fueron examinadas
fueron las siguientes: a) valores de pH entre 6.5 y 8.0; b) proporcion de sustrato —
biomasa de 1:30 a 1:50; ¢) el empleo de células integras de V51B y de su extracto
intracelular. En todas las pruebas realizadas, se observd descomposicion del
sustrato, 1o cual es consistente con lo que algunos autores han reportado para la
biotransformacion de aminonitritos.'*®  Esta descomposicién es debida, en gran
parte. a una reaccién de tipo retro-Strecker™ " 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 observd, en
todos los casos, descomposicion gradual del sustrato, desde las primeras dos horas,
siendo completa la degradacion en tres dias. Este tipo de biotransformaciones
puede ser util cuando la velocidad de hidrolisis del nitrilo es alta. Asi, por gjemplo,

151

Wegman'>' describe la biotransformacion de DL-fenilglicinonitrilo con células de

Rhodococcus sp., a pH 7.4 y 30 °C, obteniendo en cuatro horas 48 % de la D-
fenilglicinamida y 52 % de la L-fenilglicina.

149

a)Wang, M. X. and Shuang-Jun, L. Tefrahedron Lelters 2001, 42, 6925. b) Wang, M. X_ and Shuang-Jun L J.

Qrg. Chem. 2002, 57, 6542,

1% | 6pez-Sertano, P.; Sheldon, R, A Jongejan, J. A ; van Rantwijk, F. Tetrahedron: Asymmetry 2001, 12 219,

' Wegman, M. A Sheldon, R. A ; Heinemann, U.; Stolz, A van Rantwijk, F. J. Mol Catal. B:Enzim. 2001. 11.
249,
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CN H
’)
s NH, —— WNH + HCN
~
5
H H
WNH H,O Wo + NHs
10

Fig. 6.10. Mecanismo para la reaccién de descomposicion del aminonitrilo 5

Se buscaron aplicaciones para la cepa V518 en la hidrolisis de otros nitrilos, para lo
cual se realizaron expenmentos, empleando condiciones similares a las establecidas
para la biotransformacion de benzonitrlo, con células integras y con el exiracto
intracelutar de V51B sobre diferentes sustratos, observandose inactividad frente a los

sustratos a- y B-sustituidos (ver resultados en las Tablas 6.4 y 6.5).

Tabla 6.4. Biotransformacion de nitrilos con céluias integras de V51B.

e ~ Tiempo  Rendimiento p‘r”g::o
o e e 60
 benzonitrlo nEE 454°  118120°
: fenilacetonitrilo 152 53.6° 74-76"
¢ 2-fenilpropionitrilo = 168° o
: 3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropionitrilo 168° -
. 3-hidroxi-3-fenilpropionitrilo e L e
: 4-clorofenilacetonitrilo 168° -
| DL-2-(4-isobutifenilipropionitile) 168> -
| 2-amino-4-fenilbutironitrilo 168 © -

a) ttempo necesario para lograr la completa transformacién del nitrilo; b) no se transformo el sustrato;
¢) descomposicion del aminonitrilo; d) producto aislado y purificado; ) Lit.'"2 122-123, °C; f) Lit.'®
77-78 °C.

" Atdrich Catalog Handbook of Fina Chemicals, Milwaukee: Aldiich Chemical Co. 2003-2004. No. cat, 242381,
1%} Afdrich Catalog Handbook of Fine Chemicals, Milwaukee: Aldrich Chemical Co. 2003-2004. No. cat 16621,
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Tabla 6.5. Biotransformacién de nitrilos con extracto intracelular de V51B.

fenilacetonitrilo
2-fenilpropionitril .
3-h|drox|~2 metiien-S-fenllprop}omtnlo

a = solucidon amortiguadora de fosfatos 100 mM de pH 7.5; b = 95 % de solucién amortiguadora de fosfatos 100
mM de pH 7.5, 5 % de DMSO, ¢ = 80 % de sclucidon amortiguadora de fosfatas 100 mM de pH 7.5, 20% de
DMSO; d = iempo en el que se observé completo consumo del nitrilo; e = no se consumiod el sustrato;
f = completa descompasicién; g = cuantificado por HPLC.
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

I. CONCLUSIONES

1. Se desamollé un eficiente proceso modificado de la reaccion de
Bucherer-Bergs para la sintesis quimica de la N-acetil-DL-
homofenilalanina (4) que involucra procedimientos simples y limpios, lo

que permitina su posible escalamiento a nivel comercial.

2. La primera altemativa biotecnolégica evaluada, en 1a que se exploro la
viabilidad de someter al compuesto 4 a un proceso de resolucion
enzimatica empleando PAR de diferentes especies de mamiferos, dio
como resultado Ja obtencidn enantiopura de ta N-acetil-D-

homofenilalanina (6) y la L-homofenitalanina (7).

3. De las cinco especies de mamifero evaluadas, se observg que los
polvos acetonicos obtenidos de rinones de bovine generaron los
mejores resultados en la resolucion enzimatica de N-acefil-DL-

homofenilalanina (4).

4. La segunda estrategia evaluada permitio el aislamiento e identificacion
de un microorganismo con capacidad de transformar nitrilos, obtenido
de una muestra de suelo del poblado de Jiutepec, Mor. La cepa fue
identificada como un miembro del género Rhodococcus mediante la
secuenciacién det gen RNAr 16S. El alineamiento de 1473 nucledtidos
de este gen muestra 99.93 % de identidad con el gen RNAr 16S de la
bactena degradante de piridina Rhodococcus pyndinivorans.

5. Esta cepa, a la cual denominamos Rhodococcus pyndinivorans V518,
posee actividad nitrilasa, pero no nitrilo hidratasa ni amidasa.

6. Un extracto enzimatico intracelular de R. pyridinivorans V51B que

mantiene la actividad enzimatica de nitrilasa de las células integras.

7. No se logré la biotransformacion deseada sobre el 2-amino-4-

fenilbutironitrilo (8) empleando células integras de R. pyrdinivorans
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V51B, ni con su extracto intracelular, observandose descomposicion, en

tiempos targos de incubacién del sustrato.

8. El procedimiento disefiado para la seleccion de microorganismos
degradantes de nitrilos promete ser util en la seleccidon de otros

microorganismos que posean este tipo de capacidad metabdlica.

Il. PERSPECTIVAS

1. Extender la aplicacion de nuestro proceso modificado de Bucherer-Bergs a
la sintesis de ofros a-aminoacidos racémicos y someteros al proceso de

resolucion con jos PAR.

2. Evaluar la capacidad de los PAR en la resolucion de N-acetil-DL-f3-

aminoacidos.

3. Evaluar la actividad aminoacilasa contenida en los PAR en reacciones de

transesterificacion con diversos sustratos.

4. Considerando la creciente demanda de compuestos organicos enantiopuros
para la industria farmacéutica, agroquimica y de alimentos, propongo
extender la busqueda de microorganismos con actividad degradante de
nitrlos empleando nuestro método de seleccion consistente en un medio
minimo salino conteniendo, como unica fuente de carbono y nitrogeno,
nitrilos racemicos precursores de Aacidos carboxilicos quirales de interés

comercial.

5. Extender el estudio de la actividad nitrilasa del extracto intracelutar de
Rhodoccocus pyridinivorans V51B, ya sea inmovilizada en algun material
mesoporoso o bien liofilizando la fraccion de proteinas precipitadas con
sulfato de amonio, para evaluar su estabilidad y actividad, en disolventes
organicos, frente a nitrilos precursores de acidos carboxilicos de interés
comercial. En caso de lograrse esto (ltimo, clonar y sobreexpresar la
nitrilasa en E. coli.
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8. INDICE DE ESTRUCTURAS
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Abstract—Kidney scetone powders (KAP) from beel, dog, hog, rat, and sheep have heen cvaluated for resolving N-acetyl-pL-
homaophenylalanine. We also propose a simple protoco! for the preparation of both enantiomers of homophenylalanine by enzy-
malic resolution using mammalian KAP. The beef kidney aflerded the best results, rendering the highest isolated yields, 37.5% and
41% and cnuntiomeric excesses of 94% and >99% for both p-N-Ac-homophenylalanine and L-homophenylalanine, respectively.

© 2004 Elsevier Ltd, All rights reserved.

1. Introduction

Most of angiotensin converling enzyme (ACE) inhibi-
1ors, such as Benazepril 1, Temocapril 2, Cilazapril 3,
and Enalapnl 4 (Fig. 1), comtain an - homophenyl-
alanipe ethyl ester moiely in their structure, which can

i Q
R.. N/MCC‘?H G oy
R/Q,CO;H
o
Benazepn! Temocapnl
1 2 R= H“
co,H

Citazapnil Enalapril
3 4

Figure 1. Some ACE inhibitors holding the L-HPA moiety.
* Corresponding author. Tel.: +52-55-5623-0727; fax: +52-55-5642-
8977, e-mail: regla@servidor unam. mx

0957-4166/5 - see (ront matter © 2004 Elsevier Lid. All righls reserved
doi 10 [016/).te1asy. J004.02.026

be efficiently introduced through nuclkeophilic displace-
ment of the correspending chiral amine over (R)-2-no-
syloxy-4-phenylbutyric acid ethyl ester 5, as shown in
Scheme 1 for the synthesis of Benazepril 1, with a
concomitant inversion of configuration. The homochiral
a-substituted ester 5 can be obtained from p-homo-
phenylalanine (n-HPA) 6 (Scheme 2).

[ O;’Bu
- C@ o
“ONs (\.j/\/k
2 HO)

Benazepnl HCH
5 1

Scheme 1. Synibesis of Benuzepril from (R}-2-nosylosy-d-phenyl-
butyric acid ethyl esier.

COMH CO,EI

6 5

Scheme 2. Reagents: {a} NaNO;, H,50,;, H.O (89%), {b) SOCI.
ethanol. 165%); (¢) NsCI, ELyN (74%),
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Table 2. 0-N-Ac-HPA 13 [rom enzymatic resolution of 11

Table 3. Specific activities for the different KAPs

Mummnalian  1splated yield (%) [2)* (¢ 1, CHyOH)  Ee® (%) KAP Speaific activily (pmole man~' mg™')
Sheep 26% -18.9 94 Beef 3191
Beel 37.5% -195 >99 Hog 25
Hog 33% —19.4 96 Sheep 2.54

*Lat |2 = - 19.2 (¢ 1.0, CH,OH).
" Determined as the methyl ester on a3 CHIRALCEL OD column,

A series of tubes containing varying substrate (N-acetyl-
pL-homophenyialanine) concentration were prepared
and the rcaction started by the addition of the KAP
extract. L-HPA was measured colorimetrically by the
pinhydrin method modified by Doi et al.'® Commercial
pL-HPA was used as standard.

Samples were taken at different times to follow the time
course of the hydrolysis. Linear product concentraiion
versus lime was obtained for 360 min under our exper-
immental conditions. From these data, initial reaction
rates were calculated for each substrate concentration
and the data fiited to hyperbolic kineucs by nonlinear
regression analysis with the program Prism 3.0 cx for
Macintosh, The fitted curve and parameters are shown
in Figure 2.

From the oblained ¥V, valuc and the measured
protein concentrations i the sample, a specific activ-
iy of 39umolemin™' meg~! was calculated for beef
material.

A simplified estimation of the specific activities of sheep
and hag extracts were performed by measuring the HPA
produced over a fixed incubation time, a1 variable
N-acetyl-pL-HPA concentration. Measured rates were
lower than thosc 1 Figure 2, so the lincanity of the
reaction rate al each substrate conceniration can be
assumed with confidence. The data for all the KAP
extracls are shown in Table 3.
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Figure 2 Curve of inzlial vetocily agsinst subsirale concentration.
Data filled 10 Michactis Henri kinetics, as detailed in 1he text. Extract
concentration. 3 165mgmL-'. F,... 12.440.95 wmole min~' mL~';
Kn =650+ 12TmmoleL™".

3. Experimental
3.1. Preparation of kidney acetone powders

Beef, sheep, ond hog kidneys were oblained {rom
recently slaughtered animals from a nearby slaughter-
house. Dog kidneys were supplied by the local dog
control center and rat kidneys from the animal breeding
facility of our university. Fresh shecp kidneys ([422)
were blended in 420ml of chilled acctone using a
household blender and filtered through a Bichner fun-
nel. The cake was freated 1wice in the same maaner,
until the filtrate was colorless. The solid residue was air
dried under the hood and sified oo a 20-mesh sieve. The
procedure yiclded 22.4 g of dry powder. which was kept
a1 —20°C. A similar procedurc was used to obtain beef,
dog. hog, and rat KAP. A wypical KAP preparation kept
its specific aclivity after six months,

3.2. Chemical synthesis

3.2.I. prL-Homophenylalanine 14, A 1L stainless steel
reactor was charged with 81.73 g (0.402mol) of bL-5-
phenethylhydantoin 10, 400 mL of water and 4831 ¢
{1.207mol) of NaOH. Afier closing the vessel, the
muxture was heated for four hours at 130-132°C. The
reaction mixture was treated with activated charcoal for
Smin, Altered over diatomaceous earth and washed with
water. After aaidifying 10 pH 6.3 wihth 10M HCI and
vooling 1o 0-3°C for 1h, a beige powder crystalhized
out, which was filtered, washed with water, and dried at
60°C until u constant weight was scen. The yield of 14
was 56.63g (74.3%). mp 279-280°C [li.)! m.p. 282°C
{dec)].

3.2.2. nL-N-Acetyl-bomophenylalanine 11. To 3 cold
solution of 12.5g (69.7mmol) of 14in |5mL of water,
and 2.79g (62.7mmol) of NaOH {0-5°C), were added
9.26 g (90.6mmol) of acelic anhydride, while the pH was
kept in the range 11-11.5 by adding 50% NaOH, at the
same temperature. Temperature and pH were maic-
tained for one hour; after acidifying to pH 2.3 with 10 M
HCI, the mixture was kepl at 0-5°C for | h, filtered and
waushed with the minimum amount of water. The yield
of compound 1 was 13.8g (89.59%6), m.p. 145-147°C,
{lir."? m.p. 147-148°C].

31.3. Enzymatic hydrolysis
A mixture of 2.4 g of 11 and 60mL of 0.2 M potassium

phosphate buffer pH 7.5, comaining [0 mg L™ of CoCl,
was adjusted to pH 7.5 with 6 M NaOH. The solulion
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