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RESUMEN 

Las biotransformaciones, también llamadas biocatálisis aplicadas a la síntesis 

química han tenido gran auge, ya que se pueden obtener muchas ventajas con 

este tipo de transformaciones químicas como son la químio-, regio- y 

enantioselectividad, además de que este tipo de reacciones se pueden llevar a 

cabo con buenos rendimientos en medios acuosos, teniendo reacciones limpias y 

que contaminan en menor medida al medio ambiente, contrario a lo que pasa 

cuando se utiliza la síntesis química convencional. 

En este trabajo se estudió la hidrólisis del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo, la 

isomerización del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico para obtener un proceso 

biocatalítico en el cual se obtuviera la resolución de estas mezclas recémicas, 

logrando con esto resolver los problemas de efectos adversos causados por este 

tipo de compuestos quirales. Se estudiaron dos métodos: Células en suspensión 

en solución amortiguadora de fosfatos pH 7 Y en proceso de fermentación . 

En el desarrollo de este estudio se confirmó la actividad enzimática de la nitrilo 

hidratasa presentada por Nocardia cora/lina, ya que se logró obtener la amida 

correspondiente al (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo, además de la presencia de 

esta enzima se observa que este microorganismo puede hidrolizar hasta el 

correspondiente ácido, por lo que podemos decir que este actinomiceto presenta 

la enzima llamada amidasa. Cabe mencionar que al presentarse estas dos 

actividades enzimáticas no se observó de manera clara la enantioselectividad en 

los productos obtenidos. Sin embargo se encontró que a tiempos largos de 

biotransformación se da una isomerización del ácido obtenido al enantiómero R. 

Al estudiarse la biotransformación del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico se 

presentó el enriquecimiento del enantiómero R(-) , por lo que podemos decir que 

Nocardia cora/lina presenta una isomerasa que biotransformó el enantiómero S(+), 

para obtener una mayor proporción del enantiómero R(-). 



Esta actividad enzimática fue corroborada al realizar la biotransformación del ácido 

S(+)-2-(4-isobutilfenil)propanóico observándose la presencia del enantiómero R. 

Se realizó otra biotransformación con el enantiómero S(+) del ácido pero ahora 

utilizando como segunda fase n-octano, lo cual mejoró de manera significativa la 

isomerización hacia el enantiómero R. 

Por último se estudió la biotransformación de la {±}-2-( 4-isobutilfenil)propanoamida 

para ver si se presentaba la hidrólisis hacia el ácido correspondiente y verificar la 

presencia de la amidasa. Después de 48 horas de reacción no se logró la 

obtención del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico. Esto puede deberse a la 

necesidad de tener conjuntamente al nitrilo para desarrollar el proceso de hidrólisis 

dado que es su precursor. 
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1.INTRODUCCI6N 

Actualmente existe una gran preocupación por las enormes cantidades de 

residuos producidos por la actividad industrial , los cuales contaminan en 

considerable medida al medio ambiente, lo que ha traído como consecuencia la 

investigación y el desarrollo de métodos en los que se presente una menor 

cantidad de este tipo de residuos. Por lo tanto, se han desarrollado procesos 

biocatalíticos que disminuyen los riesgos de cualquier tipo de contaminación, 

además que proporcionan algunas ventajas como: especificidad de sustrato; 

variedad de reacciones que se pueden llevar a cabo; buenos rendimientos en 

los productos obtenidos; medios acuosos y reacciones Iimpias.1 

La biocatálisis aplicada a la síntesis orgánica es un área de investigación bien 

definida la cual ha estado teniendo un gran auge en desarrollos 

biotecnológicos; diferentes Iibros2 y revisiones bibliográficas se han ocupado de 

esta temática.3,4 Este proceso se efectúa con células completas de animales, 

plantas o microorganismos; también se han purificado algunas de las enzimas 

presentes en estos materiales para usarse directamente en transformaciones 

químicas. En ocasiones estas enzimas se han utilizado en medios de reacción 

y con objetivos alejados a su capacidad de transformación biológica natural. 5 

Los microorganismos son los más utilizados para una biocatálisis. 5. 8 

Por otra parte, en el mercado farmacéutico mundial, aproximadamente el 25% 

de los fármacos que se comercializan son racematos o mezclas de 

diasterómeros. Tales estereoisómeros frecuentemente difieren en términos de 

actividad biológica y perfiles farmacocinéticos, además el uso de mezclas 

contribuye a la presencia de efectos adversos, particularmente cuando uno de 

los enantiómeros es inactivo o tiene menor actividad que el otro. Otro de los 

factores que afectan la terapéutica, al utilizar mezclas racémicas,9 es la dosis 

administrada al paciente ya que existe la posibilidad de no suministrarle la 

cantidad adecuada de fármaco, dándole una menor o mayor cantidad de 

éste. 9. 10 



Durante la pasada década la síntesis o resolución de fármacos ópticamente 

activos y sus intermediarios, ha recibido mucha atención por parte de 

académicos e investigadores de la industria farmacéutica. Tres posibles 

razones hacen que estos cambios sean interesantes posibilidades 11 : 

(1) El beneficio médico usando fármacos ópticamente puros. 

Existen numerosos ejemplos en los cuales se observa que la actividad 

biológica deseada reside en solo un enantiómero de un fármaco quiral , ya que 

con el otro isómero puede existir menor potencia, inactividad, o presentar 

efectos adversos no deseados. 

(2) Un cambio en el clima regulatorio. 

Se han generado nuevas guías o regulaciones por parte de las autoridades 

sanitarias a favor del desarrollo de un solo estereoisómero para la venta de 

nuevos fármacos. 

(3) Recientes avances en la síntesis de compuestos ópticamente puros. 

En los últimos años se ha podido conseguir la preparación de grandes 

cantidades de compuestos ópticamente puros, ejemplos de estos avances son : 

síntesis química asimétrica, resolución cinética catal ítica, resolución de 

mezclas racémicas vla cristalización estereoselectiva o cromatografía quiral. 11 

Debido a lo anterior, se consideró de interés estudiar la biotransformación del 

(±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo ya que puede resultar con algunos de estos 

beneficios en la slntesis del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico, un agente 

antiinflamatorio no esteroideo, que se comercializa bajo el esquema de compra 

OTe (over the counter), es decir no requiere receta médica para su venta. 
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En el presente trabajo se consideró también el estudio de la isomerización de 

la mezcla racémica del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico con el 

microorganismo Nocardia coraflina, buscando la obtención del (-)-2-(4-

isobutilfenil)propanóico ó R-ibuprofeno, el cual se ha descubierto que puede 

utilizarse en padecimientos como el Alzheimer12 y en tratamientos de 

quimioterapia." 

Para ambos casos, se utilizó como aplicación de la biocatálisis el sistema 

enzimático de Nocardia corallina para demostrar la participación de: nitrilo 

hidratasa y epimerasa, lo anterior es un aporte al conocimiento para la 

obtención de fármacos enantioméricamente puros. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1. Transformaciones microbianas 

Los microorganismos tienen la capacidad de modificar químicamente una 

amplia variedad de compuestos orgánicos. Tales cambios son denominados 

transformaciones microbianas o biotransformaciones. Para llevar a cabo estas 

modificaciones se requiere de enzimas las cuales son catalizadores de la 

naturaleza que exhiben una gran especificidad y un enorme poder catalítico 

(biocatálisis).14 

Los procesos de biotransformación han sido utilizados desde hace cientos de 

años (ver Tabla 1).1 5 Por ejemplo la biotransformación de etanol a ácido 

acético (vinagre) por Acetobacter. 

Tabla 1. Ejemplos de procesos biocatalíticos y biotransformaciones a través de los 

siglos. 

·Año Proceso 

5000 AC Producción de vinagre 

800AC Hidrólisis de caseína con quimosina para la producción de queso 

1670 Bio·oxidación de etanol a ácido acético 

E. Buchner descubre las primeras enzimas que convierten azúcar 
1897 

alcohol 

1940 Inversión de la suerosa usando una invertasa 

1950 Bioconversión de esteroides 

1970 Hidrólisis de penicilina a ácido 6-aminopenicilánico 

1985 Producción de acrilamida mediante un proceso enzimático 

en 

1990 
Hidrólisis de la insulina porcina a insulina humana mediante una proteasa 

(tripsina) 
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2.2 Ventajas y desventajas de las transformaciones microbianas. 

Actualmente la aplicación de la biocatálisis ha atravesado la frontera 

académica, encontrando un campo fértil de acción en la industria 

farmoqulmica, específicamente para la manufactura de compuestos 

enantiopuros.1B Por lo que podemos decir que se han resuelto algunos 

problemas al realizar la slntesis utilizando la biocatálisis; sin embargo este tipo 

de reacciones no dejan de presentar ventajas y desventajas. 

Ventajas 

Las transformaciones microbianas dañan en menor medida al medio 

ambiente, ya que generalmente se presentan en condiciones suaves de 

reacción: las biotransformaciones se llevan a cabo generalmente en 

medios acuosos (evitando el uso de disolventes orgánicos no 

degradables), a temperatura ambiente y presión atmosférica, evitando 

con esto el uso de condiciones de reacción extremas, que pueden 

causar isomerizaciones, racemizaciones, epimerizaciones o 

transposiciones. 

Especificidad del sustrato: Normalmente una enzima cataliza solamente 

la transformación de un tipo de sustrato. 

Estereoespecificidad: En presencia de una mezcla racémica como 

material de partida, solamente un enantiómero es convertido. 

- Adicionalmente, cuando el biocatalizador, (microorganismos o enzimas 

aisladas) están inmovilizados se pueden reciciar varias veces sin 

pérdida significativa de sus propiedades catalíticas. l B 

Los microorganismos, por ejemplo las bacterias, tienen la capacidad de 

producir grandes cantidades de biomasa.15 
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Las enzimas de los microorganismos presentan quimio-, regio- , y 

enantioselectividad. 15 

Desventajas 

Las bioconversiones con enzimas están limitadas en ocasiones al uso 

de cofactores.17. 18 

Las transformaciones microbianas tienen una alta vulnerabilidad a los 

cambios de pH y temperatura. 

En algunos casos los procesos de biotransformación tienen rendimientos 

bajos. 

- Altos costos de implementación de los procesos a escala industrial.16 
.19 

2.3 Tipos de transformaciones microbianas. 

Las transformaciones microbianas pueden ser agrupadas desde el punto de 

vista químico en las siguientes categorías: oxidación, reducción, hidrólisis, 

condensación, isomerización, formación de nuevos enlaces C-C e introducción 

de heterofuncionesH 

Se realizó una revisión en el campo de las transformaciones microbianas 

(biocatálisis) considerando los años de 1996-1998 y se encontró que existe una 

mayor cantidad de ejemplos de hidrólisis y esterificaciones; probablemente por 

que las enzimas hídrolasas y esterasas para este tipo de reacciones son 

accesibles comercialmente, ver tabla 2. 20 
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Tabla 2. Porcentaje de biotransformaciones catalizadas por enzimas reportadas en 

el periodo de 1996 a 1998. 20 

Tipo de blotransformación 
Porcentaje de biotransformaciones 

1996 1997 1998 

Hidrólisis 20 25 22 

Esterificación 18 23 23 

Formación de amidas 3 5 6 

Reducción 9 13 9 

Oxidación 21 12 18 

Formación de puentes C-C 8 5 6 

Modificación de carbohidratos 10 10 6 

Otros 11 7 10 

Total 100 100 100 

2.4 Procesos de transformaciones microbianas 

En la conversión microbiana de compuestos orgánicos pueden ser utilizados 

sistemas de esporas, cultivos en crecimiento, células en reposo, enzimas, 

células inmovilizadas o enzimas inmovilizadas.21 

En los procesos con cultivos en crecimiento, la cepa utilizada se cultiva en un 

medio adecuado y después del crecimiento del cultivo (6-24 h) se añade una 

solución concentrada de sustrato. 22 Una variante de este procedimiento es 

utnizar un inóculo muy grande y añadir el sustrato concentrado 

inmediatamente, sin permitir un periodo de crecimiento.22 

Para la biotransformación de materiales lipofilicos es posible emplear un 

sistema polifásico. A la fase acuosa, que contiene el material celular o la 

enzima, se superpone una fase con un fluido inmiscible en agua en el que se 

ha disuelto el sustrato. El sustrato pasa lentamente a la fase acuosa y a medida 

que continúa la reacción de transformación el producto revierte a la fase del 

disolvente. En algunos casos la transformación se produce realmente en la 

interfase, entre la fase acuosa y del disolvente.22 
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El porcentaje de la conversión está relacionado con el tiempo de reacción, la 

concentración de sustrato y el microorganismo utilizado. Las reacciones de 

oxidación y de deshidratación que se llevan a cabo con bacterias son 

frecuentemente completadas en unas pocas horas; las conversiones con 

leyaduras y especialmente con hongos pueden llevar varios dlas.22 

Si no es necesaria la inducción de la enzi ma por el sustrato que se añade, 

pueden ser utilizados sistemas de células sin crecimiento. Esto tiene la 

considerable ventaja de que se elimina la inhibición del crecimiento por el 

sustrato. Pueden ser utilizadas altas densidades de células, lo que facilita el 

aumento de productividad; al mismo tiempo se reduce el riesgo de 

contaminación. Puesto que la reacción de transformación se produce 

predominantemente en la solución del tampón, la recuperación del producto es 

relativamente sencilla. Un conjunto de procesos utilizan células inmovilizadas, 

lo que ofrece la ventaja de que el proceso pueda ser llevado a cabo 

continuamente y las células puedan ser utilizadas una y otra vez.21
. 22 

2.5 Aplicación de los procesos de transformaciones microbianas 

Han sido descritas una amplia variedad de biotransformaciones, pero 

solamente han encontrado aplicación industrial algunos de estos procesos. 

Ciertos procesos tienen rendimientos insuficientes y para otros el mercado es 

limitado. Se espera que se produzca un amplio rango de apl icaciones en 

conexión con nuevas tecnologlas, como procesos más económicos que utilizan 

células o enzimas inmovilizadas.22 Otras mejoras son esperadas por la 

utilización de cepas, que han sido optimizadas genéticamente para procesos 

específicos. 22 

Analizando las biotransformaciones industriales, éstas están dirigidas a 

compuestos naturales y sus derivados (figura 1). Los carbohidratos y 

derivados de grasas son los más usados en la industria alimenticia.23 En la 

industria farmacéutica y agropecuaria, son utilizados otro tipo de compuestos 
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(esteroides, moléculas quirales, péptidos, etc.), como se muestra en la figura 

1, teniendo mayor número de procesos la farmacéutica (figura 2).23 

Molt culu no quita/o. 

M.r.culu qulral .. 

I P'.p. " .. ' .... llctimlc .. 

","Inolclcl • • 

Figura 1. Tipo de compuestos producidos usando procesos de 
Biotransformación . 

Cosmitlu PoUme rol 

Alimenticia 

Farmaciutiu. 

NLltrlmontos 

Atropocuarla 

Figura 2. Sectores industriales en 105 que se usan las 
biotransformaciones. 
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2.6 Transformaciones microbianas en la industria farmacéutica. 

El número total de procesos de biocatálisis ha ido aumentando rápidamente a 

escala industrial durante la pasada década, (figura 3) , el número de productos 

derivados de estos procesos indican que son particularmente val iosos para el 

sector dedicado a la química fina (industria farmoquímica y farmacéutica), y 

dentro de este sector se encuentran los compuestos en los que está implicada 

la quiralidad, estos se muestran en la figura 4.23 

140 ¡----------;===:::::¡ 
120 

::: 1QO ~ 

u 
u g, 80 
.lj 
o 60 ~ u 

. ~ z 40 -

20 -
O 

1960 
I 

1970 1980 1990 2002 

Décadas 

Figura 3. Número de procesos de biotransformación a escala industrial 

Precursor(es) 
Enantlopuro 

Procesos sin 
quiralidad 

Resolución 

Síntesis 
Asimétrica 

Figura 4. Procesos de biotransformación para la 
obtención de productos enantiopuros. 

10 



2.7 Enzimas, elemento clave en los procesos de biotransformación 

Una enzima usualmente es una prote/na que actúa como catalizador de una 

reacción biológica. Como todos los catalizadores, las enzimas no afectan la 

constante de equilibrio de una reacción y sólo actúan para abatir la energía de 

activación para una reacción, con lo que aceleran dicha reacción.2, 24 

Las enzimas se agrupan de acuerdo a/ tipo específico de reacción que son 

capaces de catalizar y, tradicionalmente, se dividen en seis clases como se 

muestra en la tabla 3H 

Tabla 3. Clasificación de enzimas2
.
17 

Enzima Función 

Oxidoreductasa Cata liza reacciones de óxido-reducción 

Transferasa 
Transfiere grupos acilo, glucosilo, fosfatos y equivalentes de 

aldehídos y cetonas de una molécula a otra 

Hidrolasa Hidroliza grupos como glucósidos, anhídridos, ésteres, 

amidas, péptidos y otros enlaces como C-N 

Liasa 
Cataliza adiciones entre hidrógeno y halógeno a dobles 

enlaces y también cataliza el proceso inverso 

Isomerasa 
Cataliza reacciones de isomerización incluyendo 

migraciones de dobles ligaduras, isomerizaciones cis, trans 

y racem izaciones 

Cata liza la formación de enlaces C-O, c-s, C-N , C-C y 
Ligasa 

enlaces de ésteres de fosfatos 

2.8 Nocardia corallina 

2.8.1 Descripción morfológica de Nocardia . 

Las especies de Nocardia pertenecen al grupo de los actinomicetos, habitan en 

el suelo, son bacilos Gram positivos aerobios parcialmente ácidorresistentes, 

crecen fácilmente dentro de una amplia gama de temperaturas y se cultivan en 

medios relativamente simples.22 
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Estas especies producen filamentos profundos y aéreos (también denominados 

hifas o micelios) de alrededor de 1 ~m de ancho. Las células de los filamentos 

profundos se separan en forma de rosario y los filamentos aéreos 

experimentan fragmentación para producir células similares a esporas 

unicelulares que se dispersan con facilidad.22 

Las paredes de Nocardia poseen ácidos nocárdicos, éstos son parecidos a los 

ácidos micólicos que presentan Mycobacterium, Rhodococcus y 

Corynebacterium. Los ácidos micólicos son ácidos grasos de cadena larga 13-
hidroxilados ya-ramificados, por lo común saturados o monoinsaturados. Los 

ácidos nocárdicos tienen alrededor de 50 carbonos de largo, mientras que los 

ácidos coronomicólicos tienen de 32 a 36.25 

Las especies de Corynebacterium no son ácidorresistentes y las de Nocardia 

presentan una ácidorresistencia débil o parcial cuando se tiñen fácilmente con 

carbolfucsina básica sin calentar y, para comprobar su ácido-alcohol 

resistencia, se usa H2SO. del 1% al 4% sin etanol , ya que el ácido más el 

alcohol es efectivo como agente decolorante.25 

Las especies de Nocardia proliferan con facilidad y rapidez en diversos medios 

de cultivo. En los que contienen agar, las colonias aparecen dentro de los tres 

días siguientes a la inoculación. Después de siete a diez días se presentan 

colonias apiladas, irregulares, cerosas, brillantes y de varios milímetros de 

diámetro. A medida que se forman los filamentos aéreos la superficie de la 

colonia se torna opaca y vellosa.25
. 26 

Puede diferenciarse Nocardia de géneros similares por su capacidad de 

descomponer y utilizar la parafina como una fuente de carbono y energía. Esta 

propiedad permite el aislamiento selectivo de Nocardia de cultivos mixtos. 

Para capturar Nocardia se utilizan varillas de vidrio cubiertas de parafina, esto 

se logra sumergiendo las varillas en parafina fundida y posteriormente 

colocándolas ya sea en el suelo o agua del medio ambiente. El aislamiento se 

evidenciará por el crecimiento de ésta alrededor de la varilla.26 
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2.9. Escalamientos a nivel fermentador. 

2.9.1. Escalamiento de procesos. 

En el desarrollo de un proceso, ya sea fermentativo o de cualquier otra índole, 

el escalamiento es uno de los pasos de mayor importancia para asegurar la 

rentabilidad y productividad de dicho proceso, ya que involucra variables desde 

el diseño del equipo, sistemas auxiliares a emplear, factores técnicos y factores 

económicos. 

En el caso de las biotransformaciones aeróbicas, predecir resultados a escala 

de producción industrial , basados en el escalamiento de datos obtenidos en el 

laboratorio, requiere de un anális is cu idadoso tanto de las variables 

fisicoquímicas como biológícas. 27 

De acuerdo con la capacidad del fermentador se pueden clasificar las escalas 

como se muestra en la tabla 4, así como conocer los rangos de operación más 

comunes en lo que se refiere a potencia por unidad de volumen y a velocidad 

de agitación.27 

Tabla 4. Clasificación de escalas de procesos de fermentación . 

Potencia de Capacidad del 
Escala del Velocidad de 

trabajo fermentador 
fermentador agitación (rpm) 

W/L* (litros) 

Escala pequeña 8-10 3 200-2000 

Escala piloto 3-5 10 200-1200 

50 100-800 

Escala industrial 1-3 200 50-400 

500 50-300 

- --vY- Watt. L- htro 
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Cuando en el escalamiento se pretenden trasladar las condiciones de 

operación de un equipo a otro, o de una escala a otra, es importante establecer 

que la relación entre las variables: potencia/volumen, revoluciones por minuto, 

cantidad de aire por minuto sean similares.27 

El control ambiental y su escalamiento dependen por lo tanto de las 

limitaciones del equipo. Usualmente es la transferencia de oxígeno la que 

determina la capacidad operativa de un fermentador y es por ello que debe de 

tomarse como un criterio para el escalamiento.27 

La transferencia de oxígeno puede establecerse de la siguiente manera: 

Velocidad de transferencia de 02 = Kla (C*g -CL) promedio 

Velocidad de transferencia de O2 =002X 

Donde: 

Kl a = coeficiente volumétrico de transferencia de masa (h-\ 

C*g = concentración del oxígeno disuelto en equilibrio con el oxígeno de fase 

gaseosa. 

Cl = concentración de oxígeno disuelto. 

0 02= demanda específica de oxígeno (mmol 0 2/g células-h) 

x = concentración celular (g/L, mg/mL) 

Los criterios más adecuados para pasar de una escala a otra son mantener la 

relación PN (potencia/volumen) constante y Kl a constante. Sin embargo el uso 

del Kl a constante presenta algunas dificultades por las siguientes razones28: 

a) Cambio durante el transcurso de la fermentación, debido al aumento de 

la viscosidad del medio, aumento de la concentración de células y por 

problemas de formación de espuma. 
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b) Las correlaciones de KLa solo son válidas en ciertos rangos de 

operación y para geometrlas del fermentador particulares. 

c) El método por el cual se determina el KLa. 

La ubicación del electrodo de oxígeno disuelto es otro punto que debe de 

considerarse en el escalamiento, ya que éste deberá colocarse en una posición 

en donde mida la concentración de oxígeno disuelto del volumen activo. 

También habrá de considerarse la transferencia de calor, ya que a medida que 

el fermentador aumenta de tamaño, el área de enfriamiento o calentamiento 

disminuye.27 

2.9.2 Transferencia de oxigeno. 

En los procesos aeróbicos es necesario un suministro adecuado de oxígeno 

que satisfaga los requerimientos metabólicos de los microorganismos 

empleados, por ello es indispensable conocer los requerimientos de oxígeno 

del cultivo, para asegurarse de que su suministro es suficiente.28 

Al evaluar la transferencia de oxigeno, es necesario conocer y calcular las 

resistencias a la transferencia que encuentra el oxígeno antes de llegar a la 

célula, las resistencias están determinadas por los obstáculos que se oponen a 

la transferencia, estas son: 

1- En la película gaseosa (para gases muy solubles ej . NH3) 

2- En la interfase gas-líquido 

3- En la película líquida (para gases poco solubles) 

4- En el seno del líquido 

5- En la película líquida que rodea al sólido 

6- En la interfase líquido-sólido 

7 - En la fase sólida conteniendo las células 

8- En los sitios de la reacción bioquímica. 
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Se ha demostrado que en el caso de organismos unicelulares, la mayor 

resistencia la opone la pellcula del líquido que rodea las burbujas, pero en los 

agregados celulares, el paso limitante es la difusión a través del agregado 

mismo.28 

2.9.3 Determinación experimental de la transferencia de oxígeno. 

Existe una gran variedad de métodos para medir la capacidad de transferencia 

de oxígeno en un fermentador, todas estas técnicas se basan en un balance de 

oxígeno, ya sea de todo el sistema o de la fermentación en particular, el 

balance se representa mediante la siguiente fórmula que muestra el cambio de 

la concentración de oxígeno respecto al tiempo.28 

dC 

dt 

Donde: 

dC = diferencial de concentración de oxígeno 

dt = diferencial del tiempo 

Las técnicas utilizadas para la transferencia de oxígeno comúnmente se basan 

en dos tipos de medición: 

Medición indirecta 

1.- Oxidación de sulfito 

2.- Técnica de eliminación de gas 

Medición directa 

1.- Balance de oxígeno en el sistema 

2.- Técnica dinámica (régimen no estacionario) 

Al emplear los métodos de medición directa, se tiene la ventaja que se realizan 

bajo condiciones reales de operación y, por tanto, los va lores obtenidos son 

más representativos del sistema en estudio.28 
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2.9.4 Técnica dinámica (régimen no estacionario). 

Propuesto por Taguchi y Humphrey,29 en este método se introduce una 

perturbación en el sistema (interrupción de la aireación o de la agitación) por lo 

que este responde modificando Cl y, de esta variación puede calcularse el 

Kl a. 

Condición: La medición de la concentración de oxígeno debe efectuarse en 

forma rápida, de modo que los parámetros fisiológicos (respiración) y cinéticos 

(biomasa, Cl, C*g) puedan considerarse constantes. 

Ventajas. 

- La determinación se hace in situ 

- Solo requiere un electrodo de oxígeno 

- Puede calcularse el C*g 

Limitaciones. 

- Se requiere un electrodo de respuesta rápida 

- El Kla que se calcula es puntual 

- Hay errores dados por: 

tiempo de respuesta del electrodo 

transferencia de oxígeno desde la superficie. 

2.10 Hidrólisis química de nitrilos. 

Los nitrilos constituyen un valioso grupo funcional para la sintesis orgánica ya 

que son versátiles intermediarios. La hidrólisis de nitrilos a amidas, ó 

formaciones de aminas, ácidos carboxílicos, carbonilos y otros compuestos son 

ejemplos de su utilidad. La regio-, quimio- y estereoselectividad en la hidrólisis 

de nitrilos no es accesible bajo condiciones normales.24 

Éstas reacciones pueden llevarse a cabo mediante una hidrólisis ya sea con 

soluciones básicas o ácidas a altas temperaturas, produciendo ácidos 

carboxílicos más amoniaco o una amina; el mecanismo de la hidrólisis básica 

incluye la adición nucleofílica de un ión hidróxilo al enlace polar C=N , de un 
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modo análogo a la adición nucleofilica al enlace polar C=O. En seguida, la 

hidroxiimina formada se isomeriza a una amida. Las amidas pueden ser 

obtenidas con agentes oxidantes fuertes como por ejemplo el peróxido de 

hidrógeno o el superóxido de sodio en dimetilsulfóxido (DMSO). Una hidrólisis 

posterior de la amida produce el ácido carboxílico. 24
. 30 

Por lo que una de las ventajas del grupo nitrilo es que puede ser introducido 

como un carbanión estable en agua y una de sus desventajas es que la 

hidrólisis de estos compuestos por síntesis orgánica a amidas o ácidos 

carboxflicos usualmente requiere condiciones drásticas.31 

Sin embargo, con enzimas estas transformaciones pueden ser realizadas 

fácilmente bajo condiciones suaves y puede ser, por lo tanto, convenientes 

para su aplicación en hidrólisis, por supuesto la posibilidad de realizar una 

resolución de nitrilos racémicos con estas enzimas es un apartado a considerar 

y motiva al estudio de estos sistemas biológicos.31 

2.11 Hidrólisis microbiológica de nitrilos 

La habilidad de las enzimas para hidrolizar nitrilos ha sido extensamente 

reportada y existen dos mecanismos que dependen del microorganismo 

utilizado, estos son: hidrólisis de nitrilo a amida, por una nitrilo hidratasa 

seguida de la hidrólisis de la amida a ácido carboxílico por una amidasa, o por 

una conversión directa a ácido carboxilico via una nitrilasa, como se muestra 

en el esquema 1a1
. 32 La diferencia entre estos dos mecanismos es poco 

importante en el caso de hidrólisis reg ioselectiva, sin embargo es crucial 

cuando se usa la nitrilasa para la resolución cinética.20
. 33 Con este estudio se 

conocerá la via de hidrólisis del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo con Nocardia 

corallina. 
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Nitrilo hidratasa 
RCN • RCON H2 

Amidasa 
• RC02H 

Nitrilasa t 
Esquema 1. Enzimas potencialmente involucradas en un proceso de 

biotransformación del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo con Nocardia corallina. 

2.12 Isomerización microbiológica. 

Las isomerizaciones son una herramienta importante para resolver mezclas 

racémicas. Este tipo de reacciones son catalizadas por las isomerasas, las 

cuales abarcan 5 clases de enzimas, estas catalizan cambios dentro de la 

molécula. Dependiendo del tipo de isomerismo, las enzimas se denominan 

como epimerasas, racemasas, cis-trans-isomerasas, tautomerasas o 

mutasas. 34 Las subclases más importantes son las racemasas, epimerasas y 

las oxidoreductasas intramoleculares. 35 

Hasegawa reportó en 1990 que las estereoinversiones catalizadas por 

microorganismos dan un rendimiento teórico del 100% para la obtención de 

alcoholes opticamente activos.36 Esto es muy importante ya que permite utilizar 

el 100% del material quiral y no es necesario reciclar el enantiómero no 

deseado. 

2.13 (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo. 

El (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo es utilizado para la sintesis del ácido (±)-

2-(4-isobutilfenil)propanóico, también conocido como ibuprofeno, siendo este 

un antiinflamatorio no esteroideo perteneciente al grupo de los derivados de 

los ácidos propanóicos.35 
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2.14 Proceso de biotransformación del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo con 

Nocardia corallina 

El proceso de biotransformaci6n del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo con 

Nocardia corallina básicamente se espera que se lleve a cabo por la hidrólisis 

hacia su respectiva amida o ácido como se puede observar en el esquema 2.30 

La estereoespecificidad será un tema de gran interés a considerar en este 

proceso biocatalíticoa3 

CN CON", 

---+ + 

+ 

CN 

Esquema 2. Potencial vía de biotransformación del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo 

con Nocardia corallina. 

2.15 Proceso de isomerizaci6n del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico con 

Nocardia corallina. 

En la isomerizaci6n del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propan6ico se espera el 

en.riquecimiento del enantiómero R(-) , es decir la isomerizaci6n del centro 

quiral . la cual se llevará a cabo por la presencia de una enzima de la clase 

principal de las isomerasas llamada epimerasa (esquema 3). 
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O H E¡:ime""a 
O H 

Ácido (t)·2-{4-isobutilfenil)propan6ico ÁCido R-(-)-2-(4-lsobutilfenil)propanóico 

Esquema 3. Epimerización del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico con Nocardia 

cora/lina. 

Como antecedentes para esta desracemización microbiológica, se cuenta con 

el hecho de que, en mamfferos ésta estereoinversión es posible, por ejemplo 

en el hígado de rata37 y en humanos38 se obtiene el enantiómero (S) del 

ibuprofen. Varias especies de Nocardia han sido estudiadas para desarrollar 

este proceso así, en la estereoinversión del alcohol (±)-3-pentin-2-01 , se obtiene 

el alcohol (R) con un 70% de rendimiento. En éste caso se desarrolla una 

oxidación enantioselectiva del (S) Y posteriormente se da una reducción 

enantioselectiva de la cetona intermedia.39 La isomerización de ácidos 

carboxílicos quirafes a-substituidos se ha estudíado con Nocardia 

diaphanozonaria. así el ácido (±)-2-fenilpropanoico es biotransformado al 

enantiómero (R) con un 95.8% de exceso enantiomérico (ee) y 91 % de ácido 

recuperado.4o Kato el al,41 estudiaron el mecanismo de esta desracemización 

microbiana en estos ácidos carboxílicos a-substituidos. Además del interés 

científico hay que sumar la importancia comercial de estos compuestos, varios 

de ellos son conocidos agentes antiinflamatorios no esteroidales, lo que hace 

muy atractivo el conocer los alcances de esta metodología. Sin embargo al 

someter al (±)-ibuprofen a biotransformación durante 48 horas, estos autores 

recuperaron el 85% del ácido pero con sólo un 9% de ee. Se han reportado 

excelentes rendimientos con otros derivados, como el ácido 2-(4-

clorofenoxi)propanóico, 95% de ácido recuperado con un 97% de ee, siendo el 

enantiómero (R) el mayoritario,,2 Es decir una pequeña variante estructural 

favorece esta desracemización, pero la utilidad del método quedó seriamente 

restringida en la serie de ácidos propiónicos a-sustituidos. 
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Si bien se ha estudiado la hidrólisis enantioselectiva de ésteres de (±)-ibuprofen 

con enzimas de microorganismos,43 los rendimientos han sido moderados. A 

manera de ejemplo, se recupera un 17% de este ácido con un ee > 99% Y 

68% del éster metflico cuando se utiliza Pseudomonas fluorescens. 43 En éste 

estudio se decidió no abordar esta metodología con Nocardia corallina, aunque 

es potencialmente factible emplearla, por lo que puede ser tema de posteriores 

investigaciones. 

2.16 Propiedades fisicoqu imicas del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo.44 

C13H17N 

Peso molecular: 187.28 

Punto de ebullición760 Torr: 289.3 ± 9.0°C 

Densidad: 0.940 ± 0.06 g/cm3 

CN 

Relativamente insoluble en agua, se disuelve en la mayoría de los disolventes 

orgánicos. 

2.17 Propiedades fisicoquímicas del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida.45 

C13H1 SN02 

Peso molecular: 221 .30 

Punto de fusión: 112-114°C 

Densidad: 1.058 ± 0.06 g/cm3 

CONH;¡ 

Relativamente insoluble en agua, se disuelve en la mayoría de los disolventes 

orgánicos. 
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2.18 Propiedades fisicoqufmicas del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico.46 

C 13H 1S0 2 

Peso molecular: 206.27 

C 75.69% H 8.80% O 15.51 % 

Sólido cristalino estable. 

Punto de fusión: 75-77°C 

COOH 

Relativamente insoluble en agua, se disuelve en la mayoría de los disolventes 

orgánicos. 

ácido R-( -)-2-( 4-isobutilfenil)propanóico. 46 

R COOH 

ácido S-( + )-2-( 4-isobutilfenil) propanóico. 46 

s COOH 
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2.19 Métodos de resolución y análisis cuantitativo de enantiómeros. 

Los métodos actuales para la resolución son: la sfntesis química asimétrica; 

resolución cinética catalítica; resolución de mezclas racémicas vía cristalización 

estereoselectiva o cromatografía quira l. 47 Para el análisis de enantiómeros los 

métodos utilizados son: la polarimetria, la resonancia magnética nuclear 

(RMN), dilución isotópica, calorimetría, algunas técnicas enzimáticas como la 

isomerización, técnicas cromatográficas como la cromatografía de líquidos de 

alta resolución (CLAR) , cromatografía de gases (CG), cromatografía en capa 

fina (CCF) y electroforesis capilar. La electroforesis capilar es ya una realidad 

para el análisis enantiomérico, esta técnica es más exacta que las técnicas 

cromatográficas usadas para este tipo de análisis; la principal desventaja de 

esta técnica es su baja sensibilidad.48 

La utilización de sensores electroquímicos para el reconocimiento molecular de 

enantiómeros no es laboriosa si uno los compara con técnicas estructurales o 

cromatográficas . La confiabilidad de la respuesta así como la información 

analítica obtenida usando sensores electroquímicos esta estrictamente 

relacionada con el sensor desígnado. El método es preciso, rápido y no es 

caro, por consiguiente, el análisis enantiomérico usando técnicas 

electroquímícas es una buena alternativa para la separación de este tipo de 

moléculas.48 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

En el caso del fármaco antiinflamatorio no esteroideo ibuprofeno se han 

reportado diferentes actividades terapéuticas para cada enantiómero, se sabe 

que el enantiómero S es el que presenta la actividad terapéutica como 

analgésico y antiinflamatorio; pero actualmente se ha descubierto que el 

enantiómero R puede ser utilizado en padecimientos como el Alzheimer y en 

algunos tratamientos de quimioterapia, por lo cual en el presente estudio se 

analizará la hidrólisis enantioselectiva del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo y 

de la (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida con Nocardia corallina 8-276. Así 

mismo, se estudiará el proceso de desracemización del ácido {±}-2-{4-

isobutilfenil)propanóico para la obtención de uno de los enantiómeros con 

Nocardia coral/in a 8-276. 

4. HIPÓTESIS. 

E!! factible la hidrólisis enantioselectiva del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo y 

la isomerización del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico utilizando Nocardia 

coral/in a 8-276. 

5. OBJETIVOS. 

5.1 Objetivo General. 

Estudiar la hidrólisis enantioselectiva del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo y la 

isomerización del ácido (±)- 2-(4-isobutilfenil)propanóico con Nocardia coral/in a 

8-276. 
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5.2 Objetivos específicos. 

• Estudiar la biotransformación del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo con 

células en suspensión de Nocardia coral/ina con diferentes relaciones 

sustrato/células en peso seco. 

• Estudiar la biotransformación de la (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida 

con células en suspensión de Nocardia corallina con diferentes 

relaciones sustrato/células en peso seco. 

• Estudiar la isomerización del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico con 

células en suspensión de Nocardia coral/ina con diferentes relaciones 

sustrato/células en peso seco. 

• Desarrollar un método de extracción para los productos de la hidrólisis 

de I (±)-2 -( 4-i sobutilfeni 1) propa nonitrilo. 

• Aislar y caracterizar los productos de la hidrólisis de la (±)-2-(4-

isobutilfenil) propanonitrilo con Nocardia corallina. 

• Desarrollar el método analítico que permita seguir el proceso de 

biotransformación para: el (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo, la (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanoamida y el ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico. 

• Escalar el proceso de la hidrólisis del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo 

con Nocardia cora/tina a nivel fermentador de 3 litros. 

• Escalar el proceso de la isomerización del ácido (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanóico con Nocardia coral/ina a nivel fermentador de 3 

litros. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS. 

6.1 Equipo utilizado. 

1. Cromatógrafo de liquidos de alta resolución (CLAR) Agilent 1100 con 

detector de UV/visible de arreglo de diodos. 

2. Cromatógrafo de gases (CG) HP 6890 series. 

3. Espectrofotómetro de infrarrojo (IR) Perkin-Elmer Paragon 1600 FT Y 

Perkin-Elmer Spectrum BX, FT-IR System. 

4 . Resonancia magnética nuclear (RNM) Varian 400 MHz 

5. Polarimetro Perkin Elmer modelo 341 

6. Espectrofotómetro Genesys 20 (325 - 1100 nm) . 

7 . Agitador orbital REVCO 

8. Bioreactor esterilizable de 3 litros Applikon, equipado con una mantilla 

eléctrica, termómetro de Pt 100, sensor de pH Applisens Z001023510 (pH 

0-12/0-135°C), sensor de oxigeno disuelto Applisens Z010019011 , difusor 

de aire, rotámetro, agitador con sistema de propelas con velocidad variable, 

toma de muestras, condensador y registrador automatizado de variables, 

con: 

a) Control de agitación P100 ADI1032 Applikon de velocidad variable 

b) Consola de flujo Applikon 

c) Consola ADI 1030 Bio Controller Applikon (pH, temperatura, O2) 

d) Software Bio Xpert Data adquisition & control program versión 1.1 x 

6.2 Reactivos 

1. El (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo y la (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida 

fueron proporcionados por el Dr. José Ignacio Regla Contreras, FES. 

Zaragoza, UNAM. 

2. El Acido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico es extra ido del medicamento 

comercial (Motrin tabletas de 500mg). 

3. El Acido S-(+)-2-(4-isobutilfenil)propanóico 99 %, adquirido de Sigma

Aldrich. 

4. Isopropanol y hexano grado CLAR, fueron adquiridos de Tecsiquim. 
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5. Cloroformo, acetato de etilo y hexano grado reactivo analítico, fueron 

adquiridos de Tecsiquim. 

6. N,N-dimetilformamida (DMF), adquirido de Merck. 

7 . n-octano, adquirido de J.T.Baker. 

6.3 Desarrollo de los métodos analíticos 

6.3.1 Cromatografía de IIquidos de alta resolución (CLAR). 

Columnas quirales: CHIRACEL 00 (250 X 4.6 mm, L X ID) con un 

recubrimiento de celulosa tris-(3,5-dimetilfenil carbamato) y CHIRACEL OJ-H 

(250 X 4.6 mm, L X ID) con un recubrimiento de celulosa tris-4-metilbenzoato. 

Todas con un soporte de 51lm de sílica gel. 

6.3.1.1 Determinación de la relación enantiomérica para el (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanonitrilo. Para esta determinación se probaron las siguientes 

condiciones presentados en la tabla 5: 

Tabla 5. Condiciones cromatográficas para la resolución del (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanonitrilo. 

Longitud 
Flujo Mezcla de Temperatura 

de Onda Columna 
(mUmin) disolventes (OC) 

IAI 

0.8 
99:1 220, 230, 

20°C OJ-H 
hexano:isoorooanol 254, 270 

99:1 

1 
hexano:isopropanol 220, 230, 

20°C 00 
(0.1 % de ácido 254, 270 
trifluoracético) 

99:1 

1 
hexano:isopropanol 220, 230, 

20°C 
00 

(0.2% de ácido 254 , 270 
trifluoracético) 

99.5:0.5 

0.5 
hexano:isopropanol 220 , 230, 

25°C 00 (0.1 % de ácido 254, 270 
trifluoracético) 
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6.3.1.2 Determinación de la relación enantiomérica para el (±}-2-(4-

isobutilfenil)propanoamida. Para esta determinación se probaron las siguientes 

condiciones presentados en la tabla 6: 

Tabla 6. Condiciones cromatográficas para la resolución del (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanoamida. 

Flujo Mezcla de 
Longitud 

Temperatura 
de Columna 

(mUmln) disolventes Onda (A) 
(OC) 

90:10 
220, 230, 

0.4 hexano:isopropanol 
240,260, 25°C 00 

280 

90:10 
220, 230, 

0.6 hexano:isopropanol 
240,260, 25°C 00 

280 

90:10 
220, 230, 00 

0.8 
hexano:isopropanol 

240, 260, 25°C 
280 

90:10 
220,230, 

1 
hexano:isopropanol 

240, 260, 25°C 00 
280 

90:10 
220,230, 

1 hexano:isopropanol 
240, 260, 25°C OJ-H 

280 

6.3.1.3 Determinación de la relación enantiomérica para el ácido (±}-2-(4-

isobutilfenil)propanóico. Para esta determinación se probaron las siguientes 

condiciones presentados en la tabla 7: 

Tabla 7. Condiciones cromatográficas para la resolución del ácido (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanóico. 

Flujo Mezcla de Longitudde Temperatura 
Columna (mUmln) disolventes Onda (A) (OC) 

99.7:0.3 

1 
hexano:isopropanol 220, 230, 

25°C 00 (0 .2% de ácido 254 ,270 
trifluoracético) 

0.8 99:1 220,230, 
25°C OJ-H hexano:isopropanol 254 ,270 

98:2 

1 hexano:isopropanol 220,230, 
25°C OJ-H (0.4% de ácido 254 ,270 

trifluoracéticol 

0.8 98:2 220,230, 
25°C OJ-H hexano:isopropanol 254 ,270 

0.6 95:5 220, 230, 
25°C OJ-H hexano:isopropanol 254 ,270 
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6.3.2 Cromatograffa de Gases (CG). 

Se utilizó una columna HP-5 (5% HP ME Siloxano, 30000 X 0.25 mm L X ID). 

Las condiciones para la determinación del porcentaje de conversión para el (±)-

2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo, ácido(±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico y (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanoamida fueron: 

Flujo de 1.0 mUmin, con una temperatura del inyector y detector de 250·C y 

temperatura del horno a 180·C, gas acarreador N2. 

6.4 Crecimiento en placa del microorganismo (Nocardia corallina B-276). 

Se prepararon placas de agar con medio de cultivo enriquecido, en las cuales 

se sembró el microorganismo por un periodo de 72 a 96 horas a una 

temperatura de 28-30°C. 

6.4.1 Composición del medio para las placas de agar. 

Extracto de levadura 3g/L, peptona 5g/L y agar 15g/L. 22 

6.4.2 Preparación del medio de cultivo líquido. 

El medio de cultivo se preparó con la siguiente composición: 0.05 9 

FeS04·7H20/L; 1.74 9 K2HPO/L; 2.0 9 (NH4)2S04/L; 1.0 9 extracto de 

levadura/L, 1.5 9 MgSOiL y 2.0 9 glucosa/L. Se pesó la cantidad necesaria 

para preparar el medio, se ajustó el pH a 9.0 con KOH al 50% recién 

preparada, se filtró y se esterilizó a 121 ·C durante 20 minutos, quedando un pH 

8.0-8.5. 
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6.5 Método para construir la curva de peso húmedo contra peso seco de 

NQcardia corallina para células en suspensión. 

Para poder medir la biomasa en peso seco, se construyó una curva patrón de 

células húmedas vs peso seco, la cual se elaboró de la siguiente manera: 

1.- Se colocaron membranas de 0.22 ~m en la estufa a 60' C de 24-30 horas, 

hasta tener peso constante. 

2.- Se suspendieron las cantidades correspondientes de 0.002 a 1.8 g de 

biomasa en 50 mL de buffer de fosfatos pH 7.0 en matraces de 125 mL. 

3.- PosteriQrmente las muestras fueron filtradas sobre las membranas de 0.22 

~m para ser pesadas y determinar el peso húmedo. 

4.- Después fueron secadas a una temperatura de 60 oC en una estufa, hasta 

que su peso permaneciera constante, para determinar su peso seco. 

5.- Por último se elaboró una curva con los datos obtenidos determinando por 

regresión lineal la ecuación. 

Esta curva se realizó por duplicado. 

6.6 Método para realizar la curva patrón peso húmedo y peso seco vs densidad 

óptica (DO) para fermentador de 3 litros. 

Para medir la biomasa durante las diferentes fases del proceso se determinó la 

curva patrón de células húmedas vs DO de la siguiente manera: 

1.- Se colocaron membranas de 0.22 ~m en la estufa a 60' C de 24-30 horas, 

hasta tener peso constante. 

2.- Crecimiento de la Nocardia corallina mediante la siembra en placas de agar 

con su posterior incubación a 28-32' C durante 72-96 horas. 

3.- Las colonias de Nocardia corallina se inocularon a dos matraces Erlenmeyer 

de 500 mL con deflectores, conteniendo 200 mL de medio en cada uno, 

previamente esterilizado, estos se incubaron a 28-32' C y se agitaron a 170 rpm 

en un agitador orbital. 
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4.- Se tomaron muestras de 5 mL por duplicado cada hora , durante 8 horas, se 

leyó la DO en un espectrofotómetro a 660 nm y las muestras se filtraron . 

5.- Las muestras se pesaron para obtener los puntos de células húmedas vs. 

DO y se elaboró la gráfica, determinando por regresión lineal la ecuación que 

correspondfa a la curva. 

6.7 Biotransformaciones. 

Las biotransformaciones se realizaron por dos métodos: 

Método 1: Células en suspensión:31 

Se tomaron muestras a diferentes tiempos de biotransformación, y en cada lote 

se tenía un blanco de células (biomasa de Nocardia corallina suspendida en 

solución amortiguadora de fosfatos pH 7 sin sustrato). 

Asimismo se realizaron blanco de los sustratos (sustratos en solución 

amortiguadora de fosfato pH 7): del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo, del 

ácido-2-(4-isobutilfenil)propanóico y (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida para 

ver su estabilidad en la solución amortiguadora. 

6.7.1 Procedimiento general para la biotransformación del 

isobutilfenil)propanonitrilo, ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico y 

isobutilfenil)propanoamida con células en suspensión. 

(±)-2-(4-

(±)-2-(4-
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6.7.1.1 Células en suspensión 

Precultivo I 

Se preparó un inóculo al transferir las colonias de Nocardia corallina, a dos 

matraces estériles de 250 mL con deflectores, con 125 mL de medio de cultivo 

líquido en cada uno, incubándose en un agitador orbital a una temperatura de 

28-30°C con una agitación de 170 rpm por un periodo de 20-24 horas. 

Precultivo II 

El contenido de los matraces del precultivo I se trasvasó en condiciones de 

esterilidad a dos matraces de un litro con deflectores, con 500 mL de medio de 

cultivo en cada uno, incubándose en un agitador orbital a una temperatura de 

28-30°C con una agitación de 170 rpm por un periodo de 20-24 horas. 

Cosecha y activación de células 

Las células se separaron del medio de cultivo por centrifugación a 4,500 rpm 

durante 15 minutos desechando el sobrenadante, las células se lavan dos 

veces con solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.0, centrifugando en 

cada ocasión bajo las mismas condiciones. La biomasa se pesó y se activó con 

50 mL de solución amortiguadora de fosfatos a 170 rpm, 28-32°C durante 30 

mino 

Biotransformación de los sustratos 

Los siguientes sustratos: (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo, ácido (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanóico, ácido S-(+)-2-(4-isobutilfenil)propanóico y la (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanoamida disueltos en 0.3mL de DMF 0.6 % v/va diferentes 

relaciones sustrato/células en peso seco. La biotransformación se siguió 

tomando muestras a diferentes tiempos49 

33 



A las muestras de las biotransformaciones con los sustratos anteriores se 

trabajaron de la siguiente forma: se les adicionó NaCI hasta saturación y las 

células de Nocardia corallina se separaron por centrifugación a 4500 rpm 

durante 15 minutos, el sobrenadante se extrajo con disolventes orgánicos a 

diferentes pH, dependiendo del producto de la biotransformación; para el (±)-2-

(4-isobutilfenil)propanonitrilo la fase acuosa se ajusta a un pH de 8.5 

ex.trayéndo con CHCb el nitrilo que no se biotransformó. Se extrae con acetato 

de etilo la (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida al mismo pH. Posteriormente la 

fase acuosa se ajustó a un pH de 2 y el ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico 

(ibuprofeno) se extrajo con cloroformo. Las fases orgánicas se secaron con 

Na2S04 anhidro y se evaporaron a presión reducida. El residuo obtenido, 

después de haber evaporado la fase orgánica, se disolvió en 500 mL de 

isopropanol grado CLAR y se filtró a través de una membrana de 0.45 flm y el 

filtrado se colectó en un vial. Se caracterizaron los productos por IR, RMN, 

CLAR y CG. 

Método 2: Fermentador de 3 L, para los siguientes sustratos: 

El (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo, y el ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico. 

Se tomaron muestras a diferentes tiempos de biotransformación. 

6.7.2 Procedimiento general para la biotransformación de (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanonitrilo, y el ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico en 

fermentador. 

6.7.2.1 Crecimiento en fermentador de 3 litros. 

Se preparó el inóculo en el medio de cultivo líquido, transfiriendo las colonias 

de Nocardia corallina contenidas en una placa de agar con un crecimiento de 

72-96h a dos matraces estériles de 500 mL con deflectores, con 200 mL de 

medio de cultivo en cada uno, incubándose en un agitador orbital a una 
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temperatura de 28-30·C con una agitación de 170 rpm por un periodo de 43-45 

horas. 

Se prepararon 1800 mL de medio de cultivo estéril para el fermentador 

Applikon de 3 L con un pH 8.0-8.5 a 28-30°C, 226 rpm y aereación a 0.9 vvm. 

Manteniendo estas condiciones durante 12 horas, posteriormente se le 

adicionaron los 400 mL del inóculo anterior en condiciones estériles. El 

crecimiento celular en el fermentador se determinó cada hora midiendo la 

absorbancia a 660 nm hasta finalizar el crecimiento exponencial, alcanzándose 

a las 6 horas. La cantidad de células se calculó conforme a la curva patrón 

peso seco vs densidad óptica (DO) en fe rmentador de 3 litros. 

Biotransformación del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo y del ácido (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanóico. 

Los sustratos previamente disueltos en OMF 0.6 % v/v se adicionaron al 

fermentador, a diferentes relaciones sustrato/células (p/p), tomándose 

muestras a diferentes tiempos. A las muestras se le agregó NaCI y se 

centrifugan durante 15 minutos a 4500 rpm, el sobrenadante obtenido se 

evaporó a presión reducida hasta 300 mL y se extrajo continuamente con 

CHCI3 durante 24 horas, la fase orgánica se secó con Na2S04 anhidro, se filtró 

y se evaporó el disolvente en el rotavapor. El residuo obtenido después de 

haber evaporado la fase orgánica, se disolvió en 500 mL de isopropanol CLAR 

y se filtró a través de una membrana de 0.45 ¡.1m y el filtrado se colectó en un 

vial , para determinar la relación enantiomérica por CLAR y el porcentaje de 

conversión por CG. 
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7. RESULTADOS Y DISCUSiÓN 

7.1. Métodos analiticos para la materia prima y productos de referencia. 

7.1.1 Espectros de Infrarrojo. 

Se realizó el análisis utilizando un espectrofotómetro de infrarrojo para la 

materia prima y los productos de referencia , para darle seguimiento a las 

biotransformaciones: 

En el espectro de IR del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo se observa la señal 

del nitrilo en 2240.96 cm-\ ver figura 5, señal seleccionada para ver la 

biotransformación a otro grupo funcional (amida o ácido), por ser característico 

del grupo nitrilo. 
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Figura 5_ Espectro infrarrojo del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo. 

En la figura 6, se muestra el espectro de IR de (±)-2-(4-isobutilfenil) 

propanoamida donde se observan las señales características de la amida 

primaria (N-H) en 3349.81 , 3175.08 Y en 1656.68 cm-1 el carbonilo, señales 

que nos permitirán ver el avance de la conversión. 
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Figura 6. Espectro infrarrojo de la (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida. 

En el espectro de IR del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propan6ico, extraido del 

medicamento comercial (Motrin 500 mg) se observa el carbonilo del ácido en 

1707.25 cm,1 y la banda ancha del alargamiento O-H del grupo carboxilo en 

2955.87 cm,1 (figura 7) . 
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Figura 7. Espectro infrarrojo del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico. 
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7.1.2 Espectros de Resonancia magnética nuclear de 13C e 1H. 

Como señal característica de la RMN 13C, figura 8, el carbono del nitrilo se 

observa en 180 ppm. 

En el espectro de RMN 1H, figura 9, el hidrógeno en el carbono base del -CN 

como un cuarteto centrado en 3.7 ppm, con el patrón de substitución 1,4 (para) 

del anillo aromático en 7.2 y 7.1 ppm. 
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Figura 8. Espectro de RMN 13C del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo. 

En el espectro de RMN 1H, figura 9, el hidrógeno en el carbono base del -CN 

como un cuarteto centrado en 3.7 ppm, con el patrón de substitución 1,4 (para) 

del anillo aromático en 7.2 y 7.1 ppm. 
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Figura 9. Espectro de RMN ' H del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo. 

En la figura 10, se aprecia en el espectro de RMN '3C del (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanoamida, la señal característica para el carbono del carbonilo 

de la amida en 176.4 ppm. En RMN ' H, fígura 11 se observan las señales de 

los hidrógenos de la amída en 5.37-5.31 ppm y el hidrógeno en el carbono alfa 

de la propíonamida 2-arilada se recorre hasta 3.57 ppm como cuarteto. 
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Figura 10. Espectro de RMN 13C del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida 
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Figura 11. Espectro de RMN ' H de la (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida 

Con respecto al ácido (±)-2-(4-isobutilfen il)propanóico, se observa en 180.7 

ppm, el carbono del ácido carboxílico como señal más desplazada y 

característica para seguir la biotransformación, figura 12. 
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Figura 12. Espectro RMN 13C del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico. 
-
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En RMN 'H, ver figura 13, la señal del C-H alfa al carbonilo, aparece 

ligeramente desplazada hasta 3.7 Y 3.69 (señales del cuarteto). Siendo muy 

indicativa la desaparición de las señales de la amida (N H2) como referencia a 

considerar en el proceso de bioconversión que estudiaremos. 
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Figura 13. Espectro RMN ' H del ácido (! )-2-(4-isobutilfenil)propanóico. 

7.1.3 Cromatografía de liquidos de alta resolución (CLAR). 

7.1.3.1 (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo. 

Con la columna Chiracel OD, se probaron diferentes condiciones de análisis, 

siendo la mezcla de disolventes 99.5:0.5 hexano:isoporopanol con 0.1 % de 

ácido trifluoroacético la más adecuada para la separación de los enantiómeros, 

flujo de 0.5 mUmin a A=220 nm, y una temperatura de 25°C, después de 

inyectar 5 IJL los tiempos de retención para los enantiómeros son 21 .61 y 23.72 

mino con una relación enantiomérica de 49.8/50.2 calculada por sus áreas en el 

cromatograma de la figura 14. 
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Figura 14. Cromatograma del (±)·2·(4·isobutilfenil)propanonitrilo 

7.1.3.2 (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida. 

Se probaron diferentes condiciones de análisis para la (±)·2·(4· 

isobutilfenil)propanoamida con la columna Chiracel 00; se encontró que la más 

adecuada para la separación de los enantiómeros fue utilizando una mezcla de 

disolventes 90:10 hexano:isopropanol, 25' C, con un flujo de 0.8mL/min, a 

A=220 nm, inyectándose 5 ~L . Los tiempos de retención para esta mezcla 

racémica son 9.58 y 10.45 min.obervándose en la figura 15 con una relación 

enantiomérica de 49.6/50.4 
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Figura 15. Cromatograma del {±)-2-{4- isobutilfenil)propanoamida. 

7.1.3.3 Ácido (±)·2·(4·isobutilfenil)propanóico. 

Las condiciones de análisis para el ácido (±)·2·(4·isobutilfenil)propanóico. la 

columna Chiracel OJ-H es la mezcla de disolventes 95:5 hexano:isopropanol a 

un flujo de 0.6 mLlmin a A=220 nm y 25°C. Los tiempos de retención para esta 

mezcla racémica son de 9.18 y 9.87 mino con una relación enantiomérica de 

49.5 % del R, y 50.5 % del S como se puede observar en la figura 16. La 
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asignación de la configuración absoluta se soporta en el análisis realizado a 

una muestra de referencia del enantiómero S de Aldrich , 
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0i= ====~====~ ~=== 5 .0 Q 

Figura 16, Cromatograma del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico 

Con el fin de conocer cual enantiómero es el que tiene menor tiempo de 

retención en el método descrito anteriormente para el ácido (±}-2-(4-

isobutilfenil)propanóico. se analizó el ácido S-(+)-2-(4-isobutilfenil)propanóico 

(adquirido de Aldrich) con las mismas condiciones y la señal se observa a los 

9,24 min, Como se muestra en la siguiente figura 17, 

DAD' C.8\1-22o.aRF550,100CRICH'ISTDACS O) 

I I 
I 
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Figura 17, Cromatograma del ácido S-(+)-2-(4-isobutilfenil)propanóico, 
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7.1.4 Cromatografía de gases. 

En las figuras 18, 19 Y 20 se presentan los cromatogramas de las materias 

primas utilizadas determinados con las condiciones experimentales descritas 

en el apartado 6.3.2. 
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Figura 18. Cromatograma del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico, 
t.r = 3.855 minutos. 
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Figura 19. Cromatograma del (±)-2-(4-isobutilfenil) propanoamida, 
t.r = 5.386 minutos 

44 



.. 

1500 

1000 

L...J f lO1 8, lrocH'iliTONfTKtD, 
r-...J FlD2 A. (RlCHIS'fIlNTRI.ll) 

o 2 
, 
• e 

Figura 20. Cromatograma del (±)-2-(4-isobutilfenil) propanonitrilo , 
t.r = 2.763 minutos 

Ya que en las biotransformaciones se podrían obtener los tres compuestos 

antes estudiados, por lo cual se consideró necesario hacer una mezcla con las 

tres materias primas (nitrilo, amida y ácido) para observar los posibles 

desplazamientos por las interacciones entre ellos, figura 21 . En los 

cromatogramas, la señal que aparece alrededor del primer minuto, es la del 

disolvente isopropanol grado CLAR. 
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Figura 21 . Cromatograma de la mezcla del (±)-2-(4-isobutilfenil) propanonitrilo 
(t.r =2.784 min.), ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico (t.r = 3.661 
min) y del (±)-2-(4-isobutilfenil) propanoamida (t.r = 5.589 min). 

7.2 Análisis de blancos de los sustratos: (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo, 

ácido-2-(4-isobutilfenil)propanóico y (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida. 

Con el fin de verificar la estabilidad de los compuestos a estudiar con la 

solución amortiguadora de fosfatos pH 7 Y la N,N-dimetilformamida (DMF), se 

adicionaron a tres matraces, cada uno con 50 mL de solución amortiguadora y 

0.3 mL de DMF (0.6% v/v), el ácido 2-(4-isobutilfenil)propanóico, el (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanonitrilo y la (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida, 

respectivamente. A las 48 horas se procedió a la extracción de los mismos del 

medio acuoso con cloroformo o acetato de etilo y se analizaron por: CLAR y 

CG en las condiciones descritas en los apartados 7.1.3 y 7.1.4 para cada uno 

de los sustratos. El análisis de los cromatogramas nos indica que no se 

presentó ningún cambio y los sustratos fueron recuperados. Lo anterior se 

aprecia por comparación de los cromatogramas previamente determinados a 

los compuestos de referencia con los cromatogramas obtenidos por CLAR en 

las figuras 22,23 Y 24, yen Gases (ver figuras 25, 26 Y 27) . 
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Figura 22, CLAR del blanco de (±)-2-(4-isobutilfenil) propanonitrilo. Columna OO . 
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Figura 23. CLAR del blanco de (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida. Columna 00 
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Figura 24. CLAR del blanco del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico. Columna OJ-H 
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Figura 25. CG del blanco de (t)-2-(4-isobutilfenil) propanonitrilo. 
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Figura 26. CG del blanco de (t )-2-(4-isobutilfenil )propanoamida. 
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Figura 27. CG del blanco del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico. 

7.3 Curva de peso húmedo vs peso seco de Nocardia corallina para células en 

suspensión. 

Con la final idad de tener los pesos reales de células de Nocardia corallina 

secas, se realizó esta curva para los experimentos con células en suspensión 

(método 1 l , y así manejar las relaciones de sustrato:células húmedas o secas. 

Se procedió de conformidad con la metodología expresada en el apartado 6.5. 

Los datos del peso de las célu las aisladas húmedas y posteriormente secadas, 

se expresan como: peso húmedo y peso seco, y se describen en la Tabla 8 y 

en la Gráfica 1. 
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Tabla 8. Datos de la curva de células 

húmedas vs peso seco 

.... . 
,.' 

.-

Peso húmedo Peso seco 

(mg) (mg) 

2.312 0.288 

4.498 0.440 

9.742 1.252 

12.072 2.030 

34.204 5.928 

115.600 14.400 

224.900 22.000 

487.100 62.600 

603.600 101 .500 

1710.200 296.400 

Curva de peso seco vs peso húmedo 

.' 

.' ... 

0.5 

peso h'"netlo (91 

1.5 

y=O .ln/x- 0.0047 
R'= 0.9926 

2 

Gráfica 1.- Curva de células húmedas vs peso seco. 
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7.4 Datos obtenidos para la curva de densidad óptica vs peso seco y húmedo 

de Nocardia coral/ina a nivel fermentador. 

Con la finalidad de tener los pesos reales de células de Nocardia coral/in a 

secas y células húmedas en el fermentador de 3 litros con relación a su 

densidad óptica se realizó esta curva y as! correlacionar las relaciones de 

sustrato:células húmedas o secas. Se procedió de conformidad a lo descrito en 

el apartado 6.6. Los datos de densidad óptica vs peso húmedo y peso seco se 

describen en la Tabla 9 y en la Gráfica 2. 

Tabla 9.- Densidad óptica (DO) vs células húmedas y peso seco. 

Densidad óptica Peso húmedo Peso seco 

(mg) (mg) 

0.436 6.830 0.232 

0.600 9.000 0.309 

0.582 8.230 0.299 

0.612 7.290 0.315 

0.777 10.320 0.421 

0.847 10.700 0.476 

0.889 9.420 0.512 

1.000 11 .770 0.621 
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Relación absorbancia vs peso seco y peso húmedo 
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Gráfica 2.- Densidad óptica (DO) vs células húmedas y peso seco. 

Biotransformación de los sustratos. 

7.5 Biotransformación con células en suspensión (método 1) Y en fermentador 

(método 2). 

Durante el presente estudio se realizaron un total de 29 experimentos: 

Para el método 1, 19 experimentos; y para el método 2, 10 experimentos. 

7.5.1 Biotransformación del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo con células en 

suspensión (método 1) 

Las biotransformaciones se real izaron con diferentes relaciones 

sustrato/células en peso seco, como se muestra en la tabla 10, se identificó la 

bioconversión incompleta del nitrilo a la amida y al ácido: 
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Tabla 10. % de los sustratos al final de la conversión para la biotransformación 

de (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo con células suspendidas. 

No. Relación Tiempo % de los sustratos al 

de sustrato/peso (h) final de la conversión 

Lote seco Nitrilo Acido Amida 

48 61 17 22 

1 1:0.3 73 64 20 16 

97 61 21 18 

2 1 :5 26 8 75 17 

24 15 63 22 

3 1 :5 48 17 66 17 

67 15 73 12 

4 1 :17 24 66 24 10 

5 1 :17 24 86 2 12 

6 1 :17 24 81 13 6 

24 41 20 39 
7 1:17 

48 19 29 52 

En los lotes 2 y 3 los resultados fueron alentadores entre las 24 y 26 horas de 

biotransformación se obtuvieron porcentajes de conversión al ácido elevados 

(63 y 75 %), con una relación enantiomérica de 62/38 R/S y >99% del R 

respectivamente calculado por CLAR, mientras que el % de conversión a la 

amida fue de 22 y 17%. 

Los excesos enantioméricos (e e) del lote 3, desde las 24 a las 67 horas, fueron 

>99% del enantiómero R, y dado que el nitrilo y la amida se encuentran en 

valores de conversión menores de un 50%, el ee debería de ser mucho menor 

a >99%, esto demuestra que se esta desarrollando una biotransformación 

adicional que se puede explicar por una epimerización del centro quiral, es 

decir el enantiómero S del ácido se esta invirtiendo al R. Dada la importancia 

de este resultado ya que implica una desracemización , se estudió por separado 

esta posible segunda biotransformación, tomando como sustrato el ácido 

racémico comercial, ibuprofen; los resultados obtenidos de este estudio se 

presentan por separado. 
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Continuando con la biotransformación del nitrilo al ácido, al triplicar la relación 

sustrato:biomasa (lotes 4-7) con la finalidad de disminuir tiempos y aumentar el 

% de los productos al final de la bioconversión al ácido, se observa que a las 

24 horas se tenia % altos del nitrilo sin reaccionar, lo cual hace suponer que al 

trabajar con lotes diferentes de la misma cepa, aunque las condiciones de 

adaptación para esta sean las mismas no fue el adecuado o, que 

probablemente se contaminó, ya que el pH de los sobrenadantes en el proceso 

de aislamiento de las células (antes de los lavados y de la biotransformación) 

quedan cercanos a 5, la biotransformación a estos pH se hace muy lenta. 

Recientemente hemos observado en nuestro grupo de investigación que las 

biotransformaciones con Nocardia corallina con estos y otros sustratos, que el 

pH óptimo para estos experimentos, debe de estar en el rango de 6.3-7.0 al 

final del periodo de crecimiento de la biomasa en el medio de cultivo, si esto no 

ocurre, al emplear estas células en las biotransformaciones las mismas son 

más lentas y existe menor reproducibilidad de los resultados alcanzados. 

En el lote 4 con una relación 1: 17 de sustrato: células, a las 24 horas se 

observan por CG los siguientes porcentajes: nitrilo 66, ácido 24 y amida 10, 

ver figura 28. Haciendo uso de CLAR (indicado en el apartado 7.1 .3), se 

obtuvieron las relaciones enantioméricas: nitrilo 49/51 , ácido 64/36 R/S ver 

figura 29, de la amida 71/29, los picos con tiempos de retención entre 5 y 6 

minutos corresponden a los productos de desechos de Nocardia coral/in a y 

esto fue corroborado con el blanco de células como se muestra en la figura 29 

(CLAR) . Cabe mencionar que en estas condiciones (columna OJ-H) , solo se 

puede observar la separación de la mezcla racémica del ácido 2-(4-isobutilfenil) 

propanóico y la (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida no se resuelve en estas 

condiciones, teniendo un tiempo de retención de 15.48 minutos. 
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Figura 28. Cromatograma de gases del lote 4, (±)-2-(4-
isobutilfenil) propanonitrilo (2.59 min.) , ácido (±)-2-(4-
isobutilfenil)propanóico (3.43 min.) y (±)-2-(4-isobutilfenil) 
propanoamida (5.50 min.). 
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Figura 29. Cromatograma CLAR del lote 4, ácido (±)-2-(4-
isobutilfenil)propanóico (9.29 y 10.05 min .) y la (±)-2-(4-
isobutilfenil)propanoamida (15.48 min.) , columna OJ-H , a las 24 h. 
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Para el lote 7 a las 24 horas, los % de los productos al final de la bioconversión 

fueron los siguientes: nitrilo 41 , ácido 20 y de amida 39, las relaciones 

enantioméricas fueron: 49/51 del nitrilo; 54/46 R/S para el ácido y 65/35 para la 

amida. A las 48 horas los porcentajes de los productos son: 19 % de nitrilo, 29 

% de ácido y 52 % de amida con una relación enantiomérica de: 48/52 del 

nitrilo, 89/11 R/S del ácido y 91/9 para la amida. Al compararse estos 

resultados con el lote 3 a las 48 horas, en donde el porcentaje de nitrilo es del 

17%, pero teniendo mayor porcentaje del ácido (66%) que de amida (17%), 

contrario al resultado del lote 7. Esto nos confirma la lentitud de la 

biotransformación la cual se vio afectada por el pH al momento de aislar la 

biómasa ya que este fue cercano a 5, lo que demuestra lo afirmado 

anteriormente. 

7.5.2 Biotransformación del (±)-2-(4-isobutilfenil) propanonitrilo en fermentador 

de 3 litros (método 2). 

Una vez realizado el estudio con células suspendidas, se realizó el 

escalamiento de la biotransformación del (±)-2-(4-isobutilfenil) propanonitrilo a 

nivel fermentador de 3 litros en las condiciones del apartado 6.7.2, con 

diferentes relaciones sustrato:células en peso seco. La determinación de los % 

se realizó por CG en las condiciones indicadas (apartado 7.1.4), los resultados 

obtenidos se muestran en la siguiente tabla 11 . 
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Tabla 11. Biotransformaciones realizadas del (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo en 

fermentador de 3 litros. 

Relación 

No. de sustrato/peso Tiempo de 
% de los sustratos al final de la conversión 

Lote seco muestreo (h) 
Nitrilo Ácido Amida 

22 .5 86 7 7 

24 58 21 21 
1 1 :1.6 

28 64 18 18 

31 62 20 18 

22 .5 64 18 18 

24 63 19 18 

2 1 :8.3 35 64 18 18 

43 63 18 19 

94 64 18 18 

24 62 19 19 

48 69 16 15 

3 1 :8.7 89 62 20 18 

101 73 15 12 

113 63 20 17 

4 64 18 18 

17 64 18 18 

4 1 :12.1 20 65 17 18 

28.5 65 16 19 

48 65 18 17 

17.5 61 20 19 
5 1 :12.1 

96 65 17 18 

Las relaciones de sustrato:células variaron desde 1: 1.6 hasta 1 :12.1 (estimadas 

por lecturas de DO) a diferentes tiempos desde las 24 hasta las 96 horas de 

biotransformación. No se observan cambios significativos en los porcentajes de 

bioconversión llegándose a una relación de 58-65 % de nitrilo y del ácido entre 

17-21 % Y la amida de un 18-21 %. Comparando estos resultados con los 

obtenidos con el método 1, células en suspensión , se puede asumir que al 

volumen de trabajo de 2.2 litros, la dilución del sustrato y el biocatalizador es 
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muy grande, por lo cual la biotransformación suponemos que llega a un 

equilibrio en estas condiciones. En la figura 30 se presenta el cromatograma 

de gases para el lote 4 a las 48 horas, al analizarlo se observa la presencia de 

los tres compuestos, a los 2.7 mino la materia prima (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanonitrilo, a los 3.36 mino la señal del ácido (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanóico y a los 4.50 mino de la (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanoamida. 
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Figura 30. Cromatograma del lote 4, (±)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo 
(2.7 min), ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico (3.36 min) y la (±)-2-(4-
isobutilfenil)propanoamida (4.50 min) . 

7.6 Biotransformación del ácido (±)-2-(4- isobutilfenil)propanóico (Ibuprofeno) 

con células suspendidas (método 1) Y en fermentador (método 2). 

7.6.1 Biotransformación del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico con células 

en suspensión (método 1). 

Las biotransformaciones se realizaron con diferentes relaciones 

sustrato/células en peso seco, como se muestra en la tabla 12. En este caso el 
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objetivo es demostrar la esteroinversión y determinar los parámetros para 

llevarse a cabo en este caso, de manera exploratoria, se decidió incrementar la 

cantidad del biocatalizador; se cuantificaron las relaciones enantioméricas 

(RlS) por CLAR según el apartado 7.1.3. 

Tabla 12. Biotransformaciones del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico 

realizadas con células suspendidas. 

Relación enantiomérica del 

Tiempo 
ácido (±)-2-(4-

No. Relación isobutilfenil)propanóico 
de 

de sustrato/peso (%) 
Muestreo 

lote seco 
(h) 

R S 

24 62 38 
1 1 :17 

48 59 41 

48 69 31 
2 1 :17 

72 76 24 

24 52 48 
3 1 :17 

48 47 53 

24 82 18 
4 1 :35 

48 70 30 

5 1:35 24 85 15 

24 57 43 
6 1 :35 

48 66 34 

24 60 40 
7 1 :35 

48 63 37 

8 1:36 24 69 31 

Se estudió el comportamiento de Nocardia corallina con el ibuprofeno 

racémico, utilizando una relación sustrato:células en peso seco de 1:17. Se 

realizó el seguimiento de la biotransformación hasta las 48 horas (lote 1), 

tomando una muestra a las 24 horas. Con base en los tiempos de retención por 

CLAR a 220 nm del ibuprofeno racémico de referencia, los cuales fueron para 
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el enantiómero (R) 9.29 minutos y para el (5) 10.03 minutos, se determinaron 

las relaciones enantioméricas del producto presentando una estereoinversión, 

teniendo la siguiente relación porcentual de estereoisómeros (RlS): 62/38 a las 

24 h Y 59/41 a las 48 h respectivamente como se observa en la gráfica 3. 

Relación enantiomérica 

Enantiómero R 
o 24 48 

Tiempo de muestreo (hrs) • Enantiómero S 

Gráfica 3. Bioconversión del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico, 
(lote 1) 

Un primer criterio fue modificar el tiempo de biotransformación conservando la 

relación sustrato:células, asf a las 72 horas (lote 2), se tomaron muestras a las 

48 y 72 horas; las relaciones enantioméricas observadas por CLAR, presentan 

la siguiente relación porcentual de estereoisómeros: 69/31 y 76/24 

respectivamente, gráfica 4. 

Relación 
enantiomérica 

o 48 72 
Tiempo de muestreo (hrs) 

Enantiómero R 

Gráfica 4. Bioconversión del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico 
(lote 2) 
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Cuando se incrementó al doble la cantidad de células hasta alcanzar una 

relación 1:35 (lote 4), después de 24 horas de biotransformación se obtuvo una 

relación de enantiómeros: 82/18 y a las 48 horas 70/30, gráfica 5. Con base en 

los tiempos de retención observados de la mezcla enantiomérica enriquecida, 

7.9 y 8.8 minutos, se observa un incremento en el enantiómero de más rápida 

elución. Se determinó en un polarímetro el sentido de la rotación óptica de la 

biotransformación a las 24 horas (disolviéndolo en etanol CLAR) obteniéndose 

una rotación negativa que correspondería al enantiómero R(_)46. Corroborada la 

configuración absoluta del enantiómero enriquecido, podemos afirmar que éste 

microorganismo tiene la capacidad de realizar una estereoinversión para 

darnos el enantiómero contrario al que se obtiene por bioconversión con 

mamíferos (rata y humano)37.38. 

Relación enantiOmérica 

• Enanti6mero R 

o 24 48 • Enanti6mero S 

Tiempo de muestreo (hrs) 

Gráfica 5. Bioconversión del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico, 
(lote 4). 

Con los datos anteriores se puede observar que a tiempos largos de 

bioconversión se tiende a equilibrar los enantiómeros, de la tabla 12 se puede 

apreciar que las relaciones más altas para el enantiómero (R) se alcanzan con 

una relación 1 :35 a las 24 horas y a tiempos más largos se aprecia una 

disminución. 
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7.6.2 Biotransformación del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propan6ico en 

fermentador de 3L. 

Con la finalidad de incrementar el volumen de la biotransformaci6n (para 

incrementar la cantidad de biomasa) se realizaron experimentos a nivel 

fermentador (3L), en las condiciones del apartado 6.7.2 en los cuales se 

observaron los siguientes resultados: 

Tabla 13. Biotransformaciones del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico 

realizadas en fermentador de 3L. 

Relación enantiomérica 

Tiempo del 
No. Relación 

de ácido (±)-2-(4-
de sustrato/peso 

Muestreo isobutilfenil)propanóico 
Lote seco 

(h) (%) 

R S 

20 73 27 
1 1 :1.6 

40 53 47 

13 60 40 

15 64 36 

17 64 36 

2 1 :1.6 19.5 65 35 

21 63 37 

24 61 39 

26 56 44 

24 57 43 

48 56 44 

3 1 :1.6 72 58 42 

96 56 44 

120 55 45 

24 67 33 

37 65 35 
4 1 :1.76 

40 60 40 

42 59 41 

5 1:3.7 8 62 38 
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En todos los experimentos realizados con el fermentador (a excepción del lote 

1), se observa que en estas condiciones la isomerización es muy lenta y no es 

significativa, aún con tiempos de conversión largos, 120 horas (lote 3). Este 

resultado es muy interesante ya que en medios de alta dilución y con 

relaciones substrato:células menores a las empleadas en el método 1, se 

aprecia un comportamiento diferente. Podemos deducir que se requieren 

cantidades muy superiores de biocatalizador para efectuar una mayor 

estereoinversión y el método 2 difícilmente sería práctico para desarrollar esta 

metodologla de isomerización, dadas las dificultades experimentales de 

aislamiento del ácido por el volumen de trabajo. 

7.7 Biotransformación del ácido S-(+)-2-(4-isobutilfenil)propanóico (método 1). 

En este punto se consideró relevante estudiar la inversión del enantiómero (S) 

del ibuprofen para corroborar que la bioconversión, esteroinversión, al (R) es 

especifica. Los resultados alcanzados se presentan a continuación. 

Empleando el método 1, el enantiómero S del ibuprofeno con una relación 

sustrato:células en peso seco 1 :35 por 24 horas, después del tratamiento 

usual, la muestra se analizó por CLAR y comparando contra los 

cromatogramas de las muestras del ácido racémico y el ácido S de referencia 

(ver figura 16 y 17), nos confirma que el enantiómero S se epimeriza al 

enantiómero R, observándose la señal a los 9.355 minutos, seguido del pico 

correspondiente al enantiómero S, 10.055 minutos, con una relación porcentual 

de estereoisómeros (R:S) de 22:78 respectivamente, gráfica 6. 
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Relación enantiomériea 

• Enanti6mero R 
• Enanti6mero S 

o 24 
Tiempo de muestreo (hrs) 

Gráfica 6. Bioconversión del 8-(+) ácido-2-(4-isobutilfenil)propanóico 
24 horas, relación sustrato:células [1 :35]. 

En esta etapa se consider6 la posibilidad de incorporar una segunda fase al 

medio de la biotransformaci6n del ácido (+)-2-(4-isobutilfenil)propan6ico con 

células de Noeardia eoral/ina suspendidas en soluei6n amortiguadora de 

fosfatos, al utilizar n-octano se obtiene una mayor estereoinversi6n del 

enanti6mero "S' al "F?' como se puede observar en la siguiente tabla 14. 

Tabla 14. Bioconversión del ácido S-(+)-2-(4-isobutilfenil)propanóico 

con células suspendidas con n-octano. 

Biotransforrnación Biotransforrnación sin 
Tiempo de con adición de adición de n-octano 

muestreo (h) n-octano 
%S %R %S %R 

24 96 4 90 10 

48 43 57 85 15 

72 29 71 86 14 

Es decir a las 72 horas ya se tiene un 71% del enanti6mero R, cuando al 

tiempo O, no existía absolutamente nada del mismo, por lo anterior se puede 

ratificar la estereoinversi6n con Noeardia eorallina del ácido (+)-2-(4-

isobutilfenil)propan6ico y se observa el beneficio de utilizar una segunda fase. 
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7.8 Biotransformación del (±)-2-(4-isobutilfenil) propanoamida (método 1). 

Se efectuaron dos biotransformaciones de la (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanoamida con células de Nocardia corallina suspendidas en 

solución amortiguadora de fosfatos a una relación sustrato:células en peso 

seco de 1: 17, durante 48 horas, utilizando en una de ellas n-octano como 

segunda fase, al analizarlas por CLAR solamente observamos las señales de la 

amida en las dos biotransformaciones, ver figuras 32 y 33, como elemento de 

comparación en la figura 31 se presenta el cromatograma (CLAR) de la 

resolución de la amida estudiada. Por CG en la figura 34 y 35, se observa 

también la ausencia del ácido esperado, es decir no hay transformación. 

DAD1 D, Sig=230.16 Ref0$60,100 (R1CH\STDAM1.D) 

o 5 10 

Figura 31. Cromatograma por CLAR de la (±)-2-(4-
isobutllfenil)propanoamida de referencia (10.53 Y 11.40 
min). Columna OD. 

DAD1 0. 5'51"230.18 R.t>:l6O,100 (R1CH\L18AMRAC.D) 
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Figura 32. Cromatograma por CLAR de la biotransformación 
de (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida, observándose los 
enantiómeros de la amida a los 10.3 Y 11 .12 mino Columna 
OD 
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Figura 33. Cromatograma por CLAR de la biotransformación de (t }-2-(4-
isobutilfenil }propanoamida con n-octano, observándose los enantiómeros 
de la amida a los 10.3 y 11 .14 mino Columna OO. 
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Figura 34. Cromatograma por CG de la biotransformación de 
(t }-2-(4-isobutilfenil) propanoamida (4.51 min .) 
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Figura 35. Cromatograma por CG, de la biotransformación 
de (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida con n-octano (amida 
4.77 min). 

Al analizar los espectros en IR de ambos experimentos, se observan las 

señales características de la amida, las cuales se encuentran alrededor de los 

3202.69, 3338.04 Y en 1668.42 cm-1 para el experimento al cual se le adicionó 

n-octano; y en el que no se le adicionó el n-octano aparecen en 3191 .91 , 

3348.75 Y en 1669.61 cm-1 (figuras 36 y 37). Es evidente la ausencia del ácido 

carboxílico esperado. 
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Figura 36. Espectro de infrarrojo de la biotransformación de (±)-2-(4-
isobutilfenil)propanoamida (3202.69, 3338.04 Y en 1668.42 cm-'), con n-octano. 
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Figura 37. Espectro infrarrojo de la biotransformación de (±)-2-(4-
isobutilfenil)propanoamida (3191 .91 , 3348.75 Y en 1669.61 cm-1 ) sin n-octano. 

Esto puede deberse a la necesidad de tener conjuntamente al nitrilo para 

desarrollar el proceso de hidrólisis, dado que es su precursor. Una situación 

similar se ha observado en los procesos de bioreducción de ceton'as a 

alcoholes con este microorganismo. 50 
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8. CONCLUSIONES 

La biotransformación con células en suspensión del (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanonitrilo con una relación sustrato: células secas de 1:5 

(mejor conversión) a la (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida y al ácido 2-(4-

isobutilfenil)propanóico demuestra la capacidad de nitrilo hidratasa y amidasa 

de Nocardia corallina B-276. Sin embargo la estereoespecificidad no fue la 

esperada, aunque se observa isomerización del ácido obtenido hacia el 

enantiómero R. 

En el fermentador de 3-L, la biotransformación del (±)-2-(4-

isobutilfenil)propanonitrilo procede también la hidrólisis, aún con la menor 

relación sustrato:células en peso seco de 1 :1.6. Cuando se incrementa la 

relación de biocatalizador, esto no se refleja en una mayor hidrólisis. También 

al comparar con el método de células suspendidas, se tiene dificultad para 

aislar los productos por la dilución. 

Al realizar la biotransformación del ácido (±)-2-(4-isobutilfenil)propanóico tanto 

en células en suspensión como en el fermentador, se presenta una 

isomerización, que enriquece al enantiómero R(-) . Hasta nuestro conocimiento 

este es el primer reporte de esta actividad enzimática para el microorganismo 

Nocardia corallina B-276. 

Cuando se biotransforma el ácido (S) (+)-2-(4-isobutilfenil)propanóico con 

células en suspensión, utilizando al n-octano como segunda fase, se presenta 

una mayor estereoinversión del enantiómero S( +) al enantiómero R( -) . De esta 

forma se corrobora la capacidad de este microorganismo para efectuar la 

estereoinversión del ácido S al R, lo que demuestra la presencia de enzimas 

isomerasas en el medio. 

La biotransformación de la (±)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida, no presenta 

hidrólisis de la amida. 
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