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RESUMEN

Las biotransformaciones, también llamadas biocatalisis aplicadas a la sintesis
quimica han tenido gran auge, ya que se pueden obtener muchas ventajas con
este tipo de transformaciones quimicas como son la quimio-, regio- Yy
enantioselectividad, ademas de que este tipo de reacciones se pueden ilevar 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 sintesis quimica convencional.

En este trabajo se estudid la hidrélisis del (£)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo, la
isomerizacion del acido (x)-2-(4-isobutilfenil)propandico para obtener un proceso
biocatalitico en el cual se obtuviera la resolucién 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 suspension

en solucion amortiguadora de fosfatos pH 7 y en proceso de fermentacién.

En el desarrollo de este estudio se confirméd la actividad enzimatica de la nitrilo
hidratasa presentada por Nocardia corallina, ya que se logré obtener la amida
correspondiente al (t)-2-{4-isobutilfenil)propanonitrilo, ademés de la presencia de
esta enzima se observa que este microorganismo puede hidrolizar hasta el
correspondiente acido, por lo que podemos decir que este actinomiceto presenta
la enzima llamada amidasa. Cabe mencionar que al presentarse estas dos
actividades enzimaticas no se observd de manera clara la enantioselectividad en
los productos obtenidos. Sin embargo se encontré que a tiempos largos de

biotransformacién se da una isomerizacién del acido obtenido al enantiomero R.

Al estudiarse la biotransformacién del acido (t)-2-(4-isobutilfenil)propanéico se
presentd el enriquecimiento del enantiomero R(-), por lo que podemos decir que
Nocardia corallina presenta una isomerasa que biotransformé el enantiomero S(+),

para obtener una mayor proporcion del enantiomero R(-).



Esta actividad enzimatica fue corroborada al realizar la biotransformacién del acido
S(+)-2-(4-isobutilfenil)propandico observandose la presencia del enantimero R.
Se realizé otra biotransformacién con el enantiémero S(+) del acido pero ahora
utilizando como segunda fase n-octano, lo cual mejoré de manera significativa la

isomerizacion hacia el enantiomero R.

Por ultimo se estudié la biotransformacion de la (+)-2-(4-isobutilfenil)propancamida
para ver si se presentaba la hidrdlisis hacia el acido correspondiente y verificar la
presencia de la amidasa. Después de 48 horas de reaccién no se logro la
obtencion del acido (1)-2-(4-isobutilfenil)propandico. Esto puede deberse a la

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

dado que es su precursor.
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1. INTRODUCCION

Actualmente existe una gran preocupacién por las enormes cantidades de
residuos producidos por la actividad industrial, los cuales contaminan en
considerable medida al medio ambiente, lo que ha traldo como consecuencia la
investigacion 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
biocataliticos que disminuyen los riesgos de cualquier tipo de contaminacion,
ademas 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 limpias.’

La biocatdlisis aplicada a la sintesis organica es un area de investigacion bien
definida la cual ha estado teniendo un gran auge en desarrollos
biotecnoldgicos: diferentes libros? y revisiones bibliograficas se han ocupado de
esta tematica.>* Este proceso se efectia 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
quimicas. En ocasiones estas enzimas se han utilizado en medios de reaccioén
y con objetivos alejados a su capacidad de transformacién biolégica natural.®

Los microorganismos son los més utilizados para una biocatalisis. * ®

Por otra parte, en el mercado farmacéutico mundial, aproximadamente el 25%
de los farmacos que se comercializan son racematos o mezclas de
diasteromeros. Tales estereoisomeros frecuentemente difieren en términos de
actividad biologica y perfiles farmacocinéticos, ademéas el uso de mezclas
contribuye a la presencia de efectos adversos, particularmente cuando uno de
los enantibmeros es inactivo o tiene menor actividad que el otro. Otro de los
factores que afectan la terapéutica, al utilizar mezclas racémicas,® es la dosis
administrada al paciente ya que existe la posibilidad de no suministrarle la
cantidad adecuada de farmaco, dandole una menor o mayor cantidad de
éste. %10



Durante la pasada década la sintesis o resolucién de farmacos épticamente
activos y sus intermediarios, ha recibido mucha atencidon por parte de
académicos e investigadores de la industria farmaceutica. Tres posibles

razones hacen que estos cambios sean interesantes posibilidades’”:
(1) Ei beneficio médico usando farmacos opticamente puros.

Existen numerosos ejemplos en los cuales se observa que la actividad
biolégica deseada reside en solo un enantidmero de un farmaco quiral, ya que
con el otro isémero puede existir menor potencia, inactividad, o presentar

efectos adversos no deseadocs.
(2) Un cambio en el clima regulatorio.

Se han generado nuevas guias o regulaciones por parte de las autoridades
sanitarias a favor del desarrollo de un solo esterecisdmero para la venta de

nuevos farmacos.
(3) Recientes avances en la sintesis de compuestos opticamente puros.

En ios Ultimos afios se ha podido conseguir la preparacién de grandes
cantidades de compuestos Opticamente puros, ejemplos de estos avarices son:
sintesis quimica asimétrica, resolucidén cinética catalltica, resolucion de

mezclas racémicas via cristalizacion estereoselectiva o cromatografia quiral.

Debido a lo anterior, se considero de interés estudiar la biotransformacion del
()-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo ya que puede resultar con algunos de estos
beneficios en la sintesis del acido (+)-2-(4-isobutilfenil)propandico, un agente
antiinflamatorio no esteroideo, que se comercializa bajo el esquema de compra

OTC (over the counter), es decir no requiere receta médica para su venta.



En el presente trabajo se considerd también el estudio de la isomerizaciéon de
la mezcla racémica del dacido (z)-2-(4-isobutilfenil)propandico con el
microorganismo Nocardia corallina, buscando la obtencion del (-)-2-(4-
isobutilfenil)propanéico 6 R-ibuprofenc, el cual se ha descubiertc que puede
utilizarse en padecimientos como el Alzheimer'? y en tratamientos de

quimioterapia.”™

Para ambos casos, se utilizé como aplicacion de la biocatalisis el sistema
enzimatico de Nocardia corallina para demostrar la participacion de: nitrilo
hidratasa y epimerasa, |0 anterior es un aporte al conocimiento para la
obtencion de farmacos enantioméricamente puros.



2. ANTECEDENTES

2.1. Transformaciones microbianas

Los microorganismos tienen la capacidad de modificar guimicamente una

amplia variedad de compuestos organicos. 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 catalitico

(biocatalisis).™

Los procesos de biotransformacién han sido utilizados desde hace cientos de

afios (ver Tabla 1)." Por ejemplo la biotransformacién de etanol a &cido

acético (vinagre) por Acefobacter.

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

siglos.
Ao Proceso
5000 AC | Produccion de vinagre
800 AC | Hidrdlisis de caseina con quimosina para la produccién de queso
1670 Bio-oxidacién de etanol a acido acético
o E. Buchner descubre las primeras enzimas que convierten azlcar en
| alcohol
1940 | Inversion de la sucrosa usando una invertasa
14850 Bioconversién de esleroides
1970 Hidrolisis de penicilina a acido 6-aminopenicilanico
1985 Produccién de acrilamida mediante un proceso enzimatico
1990 Hidrélisis de la insulina peorcina a insulina humana mediante una proteasa

(tripsina)




2.2 VVentajas y desventajas de las transformaciones microbianas.

Actualmente la aplicacion de la biocatalisis ha atravesado la frontera
académica, encontrando un campo fértl de accién en la industria
farmoquimica, especificamente para la manufactura de compuestos
enantiopuros.’® Por lo que podemos decir que se han resuelto algunos
problemas al realizar fa sintesis utilizando la biocatalisis; sin embargo este tipo

de reacciones no dejan de presentar ventajas y desventajas.

Ventajas

- Las transformaciones microbianas dafian en menor medida al medio
ambiente, ya que generalmente se presentan en condiciones suaves de
reaccion: las biotransformaciones se llevan a cabo generalmente en
medios acuosos (evitando el uso de disolventes organicos no
degradables), a temperatura ambiente y presion atmosférica, evitando
con esto el uso de condiciones de reaccién extremas, que pueden
causar  isomerizaciones, racemizaciones, epimerizaciones 0

transposiciones.

- Especificidad del sustrato: Normalmente una enzima cataliza solamente

la transformacion de un tipo de sustrato.

- Estereoespecificidad: En presencia de una mezcla racémica como

material de partida, sclamente un enantidmero es convertido.

- Adicionalmente, cuando el biocatalizador, (microorganismos o enzimas
aisladas) estan inmovilizados se pueden reciclar varias veces sin
pérdida significativa de sus propiedades catallticas. '

- Los microorganismaos, por ejemplo las bacterias, tienen la capacidad de
producir grandes cantidades de biomasa.'®



- Las enzimas de los microorganismos presentan quimio-, regio-, y

enantioselectividad, °

Desventajas

Las bioconversiones con enzimas estan limitadas en ocasiones al uso
17. 18

de cofactores.

- Las transformaciones microbianas tienen una alta vulnerabilidad a los

cambios de pH y temperatura.

- Enalgunos casos los procesos de biotransformacion tienen rendimientos

bajos.

- Altos costos de implementacion de los procesos a escala industrial.'® '®

2.3 Tipos de transformaciones microbianas.

Las transformaciones microbianas pueden ser agrupadas desde el punto de
vista quimico en las siguientes categorias: oxidacion, reduccién, hidrolisis,
condensacion, isomerizacion, formacién de nuevos enlaces C-C e introduccion

de heterofunciones.’’

Se realizd una revision en el campo de las transformaciones microbianas
(biocatalisis) considerando los afios de 1996-1998 y se encontré que existe una
mayor cantidad de ejemplos de hidrolisis y esterificaciones; probablemente por
gue las enzimas hidrolasas y esterasas para este tipo de reacciones son
accesibles comercialmente, ver tabla 2. %°



Tabla 2. Porcentaje de biotransformaciones catalizadas por enzimas reportadas en
el periodo de 1996 a 1998. 2

Porcentaje de biotransformaciones
Tipo de biotransformacién

1996 1997 1998
Hidrdlisis 20 25 22
Esterificacion 18 23 23
Formacién de amidas 3 5 8
Reduccién 9 13 9
Oxidacion 21 12 18
Formacién de puentes C-C 8 ' 5 8
Mcdificacién de carbohidratos 10 10 6
Otros 11 7 10
Total 100 100 100

2 4 Procesos de transformaciones microbianas

En la conversién microbiana de compuestos organicos pueden ser utilizados
sistemas de esporas, cultivos en crecimiento, celulas en reposo, enzimas,

células inmovilizadas o enzimas inmovilizadas.?'

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 anade una
solucion concentrada de sustrato.?? Una variante de este procedimiento es
utilizar un indculo muy grande vy afadir el sustrato concentrado

inmediatamente, sin permitir un periodo de crecimiento.?

Para la biotransformacion de materiales lipofilicos es posible emplear un
sistema polifasico. 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 disueito el sustrato. El sustrato pasa lentamente a la fase acuosa y a medida
que continda la reaccion de transformacion el producto revierte a la fase del
disolvente. En algunos casos la transformaciéon se produce realmente en la

interfase, entre la fase acuosa y del disolvente.?



El porcentaje de la conversion esta relacionado con el tiempo de reaccién, la
concentracion de sustrato y el microorganismo utilizado. Las reacciones de
oxidacion y de deshidratacion que se llevan a cabo con bacterias son
frecuentemente completadas en unas pocas horas, las conversiones con

levaduras y especialmente con hongos pueden llevar varios dias.??

Si no es necesaria la induccion de la enzima por el sustrato que se afade,
pueden ser utilizados sistemas de celulas sin crecimiento. Esto tiene la
considerable ventaja de que se elimina la inhibiciéon del crecimiento por el
sustrato. Pueden ser utilizadas altas densidades de céiulas, lo que facilita el
aumento de productividad, al mismo tiempo se reduce el riesgo de
contaminaciéon. Puesto que la reaccién de transformacién se produce
predominantemente en la solucion del tampoén, la recuperacién del producte 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.2" %

2.5 Apticacidn de los procesos de transformaciones microbianas

Han sido descritas una amplia variedad de biotransformaciones, pero
solamente han encontrado aplicacién industrial aigunos de estos procesos.
Ciertos procesos tienen rendimientos insuficientes y para otros el mercado es
limitado. Se espera que se produzca un amplio rango de aplicaciones en
conexidén con nuevas tecnologias, como procesos mas economices que utilizan
células o enzimas inmovilizadas.?? Otras mejoras son esperadas por la
utilizacion de cepas, que han sido optimizadas genéticamente para procesos

especificos.??

Analizando las biotransformaciones industriales, éstas estan dirigidas a
compuestos naturales y sus derivados (figura 1). Los carbohidratos vy
derivados de grasas son los mas usados en la industria alimenticia.”> En Ia

industria farmaceutica y agropecuaria, son utilizados otro tipo de compuestos



(esteroides, moléculas quirales, péptidos, etc.), como se muestra en la figura
1, teniendo mayor nimero de procesos la farmacéutica (figura 2).5

Moléculat no quiralas

Darivades du grasas
Hucledtidos

Ewtaroldas

soc-aicohalon

Paptidos/ Oetalactimlicos

Amlnsicldes

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

Polimeros

Cosmiética

Allmenticla

Nutrimentos

Agropecuarla *

Otroa sectores

Figura 2. Sectores industriales en los que se usan las
biotransformaciones.



2.6 Transformaciones microbianas en la industria farmacéutica.

El nimero total de procesos de biocatalisis ha ido aumentando rapidamente a
escala industrial durante la pasada década, (figura 3), el nimero de productos
derivados de estos procesos indican que son particularmente valiosos para el
sector dedicado a la quimica fina (industria farmoquimica y farmacéutica), y
dentro de este sector se encuentran los compuestos en los que esta implicada
la quiralidad, estos se muestran en la figura 4.2
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Décadas
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Figura 3. NUmero de procesos de biotransformacion a escala industrial
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Precursor(es) —
Enantiopuro /
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1 Azimétrica
- 1
Procescos sin
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Figura 4. Procesos de biotransformacion para la
obtencidon de productos enantiopuros.



2.7 Enzimas, elemento clave en los procesos de biotransformacion

Una enzima usualmente es una protelna que actla como catalizador de una
reaccidon biolégica. Como todos los catalizadores, las enzimas no afectan la
constante de equilibrio de una reaccion y sélo actian para abatir la energla de

activacién para una reaccién, con lo que aceleran dicha reaccién.? 24

L.as enzimas se agrupan de acuerdo al tipo especifico de reaccidn gue son
capaces de catalizar y, tradicionalmente, se dividen en seis clases como se

muestra en la tabla 3.7

Tabla 3. Clasificacion de enzimas® "’

Enzima Funcion
| Oxidoreductasa | Cataliza reacciones de éxido-reduccién
' Transfiere grupos acilo, glucosilo, fosfatos y equivalentes de
Transferasa .
aldehidos y cetonas de una molécula a otra
L
Hidrolasa Hidroliza grupos como glucésidos, anhidridos, ésteres,
amidas, péptidos y otros enlaces como C-N
|
i Cataliza adiciones entre hidrégeno y haldégeno a dobles
iasa
enlaces y también cataliza el proceso inverso
i Cataliza reacciones de isomerizacion incluyendo
Isomerasa . . ) ) S .
migraciones de dobles ligaduras, isomerizaciones cis, trans
¥ racemizaciones
|
L Cataliza la formacién de enlaces C-O, C-S, C-N, C-C y
igasa
| enlaces de ésteres de fosfatos

2.8 Nocardia corallina

2.8.1 Descripcion morfolégica de Nocardia.

Las especies de Nocardia pertenecen al grupo de los actinomicetos, habitan en
el suelo, son bacilos Gram positivos aerobios parcialmente acidorresistentes,
crecen facilmente dentro de una amplia gama de temperaturas y se cultivan en

medios relativamente simples.??



Estas especies producen filamentos profundos y aéreos {también denominados
hifas o micelios) de alrededor de 1uym de ancho. Las células de los filamentos
profundos se separan en forma de rosario y los filamentos aéreos
experimentan fragmentacion para producir céiulas similares a esporas

unicefulares que se dispersan con facilidad.?2

Las paredes de Nocardia poseen &cidos nocardicos, éstos son parecidos a los
acidos mictlicos que presentan Mycobacterium, Rhodococcus ¥y
Corynebacterium. Los acidos micolicos son acidos grasos de cadena larga B-
hidroxilados y a-ramificados, por lo comun saturados 0 monoinsaturados. Los
acidos nocardicos tienen alrededor de 50 carbonos de largo, mientras que los

acidos coronomicdlicos tienen de 32 a 36.%°

Las especies de Corynebaclerium no son acidorresistentes y las de Nocardia
presentan una acidorresistencia débil o parcial cuando se tifien faciimente con
carbolfucsina basica sin calentar y, para comprobar su acido-aicohol
resistencia, se usa HySO, del 1% al 4% sin etanol, ya que el acido mas el

alcohol es efectivo como agente decolorante.?®

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
dias siguientes a la inoculaciéon. Después de siete a diez dias se presentan
colonias apiladas, irregulares, cerosas, brillantes y de varios milimetros de
diametro. A medida que se forman los filamentos aéreos la superficie de la

colonia se torna opaca y vellosa.?> %

Puede diferenciarse Nocardia de géneros similares por su capacidad de
descomponer y utilizar la parafina como una fuente de carbono y energia. 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
colocandolas ya sea en el suelo o agua del medio ambiente. El aislamiento se
evidenciara por el crecimiento de ésta alrededor de |a varilia.?®



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 indole,
el escalamiento es uno de los pasos de mayor importancia para asegurar la
rentabilidad y productividad de dicho proceseo, ya que involucra variables desde
el disefio del equipo, sistemas auxiliares a emplear, factores técnicos y factores

econémicos.

En el caso de las biotransformaciones aerébicas, predecir resultados a escala
de produccion industrial, basados en el escalamiento de datos obtenidos en el
laboratorio, requiere de un analisis cuidadoso tanto de las variables

fisicoquimicas como biolégicas. *’

De acuerdo con la capacidad del fermentador se pueden clasificar las escalas
como se muestra en ia tabla 4, asi como conocer los rangos de operacion mas
comunes en lo que se refiere a potencia por unidad de volumen y a velocidad
de agitaciéon.?’

Tabla 4. Clasificacion de escalas de procesos de fermentacion.

Potencia de Capacidad del
Escala del Velocidad de
trabajo fermentador
fermentador . agitacién (rpm)
WL {litros)

Escala pequefia 8-10 3 200-2000

Escaila piloto 3-5 10 200-1200
50 100-800

Escala industrial 1-3 200 50-400
500 50-300

W= Watt, L=litro




Cuando en el escalamiento se pretenden trasladar las condiciones de
operaciéon de un equipo a otro, o de una escala a cotra, es importante establecer
que la relacién entre las variables: potencia/volumen, revoluciones por minuto,

cantidad de aire por minuto sean similares.?’

El control ambiental y su escalamiento dependen por lo tanto de las
limitaciones del equipo. Usualmente es la transferencia de oxigeno la que
determina la capacidad operativa de un fermentador y es por ello que debe de

tomarse como un criterio para el escalamiento.?’

La transferencia de oxigeno puede establecerse de la siguiente manera:
Velocidad de transferencia de O, = K,a (C*g -C|) promedio

Velocidad de transferencia de O, =Qq»x

Donde:
K.a = coeficiente volumétrico de transferencia de masa (h™).

C*g = concentracion del oxigeno disuelto en equilibrio con el oxigeno de fase

gaseosa.
C. = concentracién de oxigeno disuelto.
Qp2= demanda especifica de oxigenc (mmol O,/g células-h)

x = concentracion celular {g/L, mg/mL)

Los criterios mas adecuados para pasar de una escala a otra son mantener la
relacion PV (potencia/volumen) constante y K a constante. Sin embargo el uso

del K_a constante presenta algunas dificultades por las siguientes razones?;

a) Cambio durante el transcurso de la fermentacidn, debido al aumento de
la viscosidad del medio, aumento de la concentracién de células y por
problemas de formacion de espuma.



b) Las correlaciones de K_a solo son validas en ciertos rangos de
operacion y para geometrias del fermentador particulares.

¢) El método por el cual se determina el K_a.

La ubicaciéon del electrodo de oxigeno disuelto es otro punto que debe de
considerarse en el escalamiento, ya que éste debera colocarse en una posicién
en donde mida la concentracion de oxigeno disuelto del volumen activo.
También habra de considerarse |a transferencia de calor, ya que a medida que
el fermentador aumenta de tamafo, el area de enfriamiento o calentamiento

disminuye.?’
2.9.2 Transferencia de oxigeno.

En los procesos aerébicos es necesario un suministro adecuado de oxigeno
que satisfaga los requerimientos metabolicos de los microorganismos
empleados, por ello es indispensable conocer los requerimientos de oxigeno

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

Al evaluar la transferencia de oxigeno, es necesario conocer y calcular las
resistencias a la transferencia que encuentra el oxigeno antes de llegar a la
célula, las resistencias estan determinadas por los obstaculos que se oponen a

la transferencia, estas son:

1- En la pellcula gaseosa (para gases muy solubles ej. NHz)
2- En la interfase gas-liquido

3- En la pelicula liquida (para gases poco solubles)

4- En el seno del liquido

5- En la pelicula liquida que rodea al solido

6- En la interfase liquido-sélido

7- En la fase sélida conteniendo las células

8- En los sitios de la reaccién bioguimica.



Se ha demostrado que en el caso de organismos unicelulares, la mayor
resistencia la opone la pelicula del liquido que rodea las burbujas, pero en los
agregados celulares, el paso limitante es la difusion a través del agregado

mismo.?®
2.9.3 Determinacion experimental de |la transferencia de oxigeno.

Existe una gran variedad de métodos para medir la capacidad de transferencia
de oxigeno en un fermentador, todas estas técnicas se basan en un balance de
oxigeno, ya sea de todo el sistema o de la fermentacion en particular, el
balance se representa mediante la siguiente férmula que muestra el cambio de

la concentracién de oxigeno respecto al tiempo.28

dC
_______ = Ka(C*g -Ci) - Qozx
dt

Donde:
dC = diferencial de concentracién de oxigeno

dt = diferencial del tiempo

Las técnicas utilizadas para la transferencia de oxigeno comunmente se basan
en dos tipos de medicion:
Medicion indirecta
1.- Oxidacion de sulfito
2.- Técnica de eliminacion de gas
Medicion directa
1.- Balance de oxigeno en el sistema

2.- Técnica dinamica (régimen no estacionario)

Al emplear los métodos de medicion directa, se tiene la ventaja que se realizan
bajo condiciones reales de operacién y, por tanto, los valores obtenidos son

mas representativos del sistema en estudio.?



2.9.4 Técnica dinamica (régimen no estacionario).

Propuesto por Taguchi y Humphrey,?® en este método se introduce una
perturbacion en el sistema (interrupciéon de la aireacién o de la agitacion) por lo
que este responde modificando C, y, de esta variacidon puede calcularse el
K a.

Condicion: La medicién de la concentracion de oxigeno debe efectuarse en
forma rapida, de modo que los pardmetros fisiologicos (respiracion) y cinéticos
(biomasa, C., C*g) puedan considerarse constantes.

Ventajas.
- La determinacién se hace in situ
- Solo requiere un electrodo de oxigeno
- Puede calcularse el C*g
Limitaciones.
- Se requiere un electrodo de respuesta rapida
- El Ky a que se calcula es puntual
- Hay errores dados por:
tiempo de respuesta del electrodo

transferencia de oxfgeno desde la superficie.
2.10 Hidrolisis quimica de nitrilos.

Los nitnlos constituyen un valioso grupo funcional para la sintesis organica ya
que son versatiles intermediarios. La hidrélisis de nitrilos a amidas, 6
formaciones de aminas, acidos carboxilicos, carbonilos y otros compuestos son
ejemplos de su utilidad. La regio-, quimio- y estereoselectividad en la hidrélisis
de nitrilos no es accesible bajo condiciones normales.?

Estas reacciones pueden lievarse a cabo mediante una hidrélisis ya sea con
soluciones basicas o acidas a altas temperaturas, produciendo &acidos
carboxilicos mas amoniaco 0 una amina; el mecanismo de la hidrélisis basica

incluye la adicién nucleofilica de un ién hidréxilo al enlace polar C==N de un

17



modo analogo a la adicién nucleofilica al enlace polar C=0. En seguida, la
hidroxiimina formada se isomeriza a una amida. Las amidas pueden ser
obtenidas con agentes oxidantes fuertes como por ejemplo el perdxido de
hidrogeno o el superéxido de sodio en dimetilsulféxido (DMSQ). Una hidrélisis

posterior de la amida produce el acido carboxllico.?* %

Por lo que una de las ventajas del grupo nitrilo es que puede ser introducido
como un carbanion estable en agua y una de sus desventajas es que la
hidrélisis de estos compuestos por sintesis organica a amidas o acidos

carboxilicos usualmente requiere condiciones drasticas.*'

Sin embargo, con enzimas estas transformaciones pueden ser realizadas
facilmente bajo condiciones suaves y puede ser, por lo tanto, convenientes
para su aplicacion en hidrélisis, por supuesto la posibilidad de realizar una
resolucién de nitrilos racémicos con estas enzimas es un apartado a considerar

y motiva al estudio de estos sistemas biolégicos.>!
2.11 Hidrélisis microbiologica 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. hidrolisis de nitrilo a amida, por una nitrilo hidratasa
seguida de la hidrélisis de la amida a acido carboxlilico por una amidasa, o por
una conversion directa a acido carboxilico via una nitrilasa, como se muestra
en el esquema 1.°" ¥ La diferencia entre estos dos mecanismos es poco
importante en el caso de hidrélisis regioselectiva, sin embargo es crucial
cuando se usa la nitrilasa para la resolucién cinética.?® ** Con este estudio se
conocera |la via de hidrdlisis del (+)-2-{4-isobutilfenii)propanonitrilo con Nocardia

corallina.



Nitrilo hidratasa Amidasa
& RCONH, » RCO,H

RCN

Nitrilasa W

Esquema 1. Enzimas potencialmente invoiucradas en un proceso de

biotransformacién del (+)}-2-{4-isobutilfenil)propanonitrilo con Nocardia corallina.
2.12 Isomerizacién microbiolégica.

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, Ccis-lrans-isomerasas, lautomerasas o
mutasas.* Las subclases mas importantes son las racemasas, epimerasas y

las oxidoreductasas intramoleculares. ¥

Hasegawa reportd en 1990 que las estereoinversiones catalizadas por
microorganismos dan un rendimiento tedrico del 100% para la obtencién de
alcoholes opticamente activos.® Esto es muy importante ya que permite utilizar
el 100% del material quiral y no es necesario reciclar el enantiomero no

deseado.
2.13 (1)-2-(4-isobutiifenil)propanonitrilo.

El (£)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo es utilizado para la sintesis del acido (+)-
2-(4-isobutilfenil)propandico, también conocido como ibuprofeno, siendo este
un antiinflamatorio no esteroideo perteneciente al grupo de los derivados de
los acidos propandicos.3®



2.14 Proceso de biotransformacién dei ()-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo con

Nocardia corallina

E! proceso de biotransformacion del (+)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo con
Nocardia corallina basicamente se espera que se lleve a cabo por la hidrélisis
hacia su respectiva amida o acido como se puede observar en el esquema 2.*°
La estereoespecificidad sera un tema de gran interés a considerar en este

proceso biocatalitico.®

S N | s 'J\CONH; “Aﬁ)\ COOH;
P —b/l\/ S + )\/l

\

+

PN

CN

Esquema 2, Potencial via de biotransformacion del (1)-2-(4-isobutilfenil)propancnitrilo

con Nocardia coralfina.

2.15 Proceso de isomerizacion del acido (+)-2-(4-isobutilfenil)propandico con
Nocardia corallina.

En la isomerizacién del acido (1)-2-(4-isobutilfenil)propandico se espera el
enriquecimiento del enantiémero R(-), es decir la isomerizacion del centro
quiral, la cual se llevaréd a cabo por la presencia de una enzima de la clase

principal de las isomerasas llamada epimerasa (esquema 3).
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Epimemsa
—_——m——

Acido (1)-2-(4-isobullifeniipropandico Acido R-(-}-2-{4-Isobutilfenlpropandico

Esquema 3. Epimerizacién del acido (+)-2-(4-isobutilfenil)propandicc con Nocardia

corallina.

Como antecedentes para esta desracemizacion microbiolégica, se cuenta con
el hecho de que, en mamiferos ésta estereoinversion es posible, por ejemplo
en el higado de rata® y en humanos® se obtiene el enantiémero (S) del
ibuprofen. Varias especies de Nocardia han sido estudiadas para desarrollar
este proceso asi, en la esterecinversion del alcohol (+)-3-pentin-2-ol, se obtiene
el alcohol {R) con un 70% de rendimiento. En éste caso se desarrolla una
oxidacion enantioselectiva del (S} y posteriormente se da una reduccion
enantioselectiva de la cetona intermedia.®® La isomerizacion de acidos
carboxilicos quirales a-substituidos se ha estudiado con Nocardia
diaphanozonaria, asl el acido (&)-2-fenilpropanoico es biotransformado al
enantiomero (R) con un 95.8% de exceso enantiomérico (ee) y 91% de Acido
recuperado.®® Kato et a/,*! estudiaron el mecanismo de esta desracemizacion
microbiana en estos acidos carboxilicos a-substituidos. Ademas del interés
cientifico hay que sumar la importancia comercial de estos compuestos, varios
de elios son conocidos agentes antiinflamatorios no esteroidales, lo que hace
muy atractivo el conocer |os alcances de esta metodologla. Sin embargo ai
someter al (t)-ibuprofen a biotransformacion durante 48 horas, estos autores
recuperaron el 85% del acido pero con solo un 9% de ee. Se han reportado
excelentes rendimientos con ofros derivados, como el acido 2-(4-
clorofenoxi}propandico, 95% de acido recuperado con un 97% de ee, siendo el
enantiomero (R) el mayoritario.* Es decir una pequea variante estructural
favorece esta desracemizacion, pero la utilidad del método quedod seriamente
restringida en la serie de acidos propidnicos a-sustituidos.
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Si bien se ha estudiado la hidrélisis enantioselectiva de ésteres de {t)-ibuprofen
con enzimas de microorganismos,* los rendimientos han sido moderados. A
manera de ejemplo, se recupera un 17% de este acido con un ee > 99% y
68% del éster metilico cuando se utiliza Pseudomonas fluorescens.*> En éste
estudio se decidié no abordar esta metodologia con Nocardia corallina, aunque
es potencialmente factible emplearla, por lo que puede ser tema de posteriores

investigaciones.

2.16 Propiedades fisicoquimicas del (+)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo.*
|

CizH7N

Peso molecular: 187.28

Punto de ebullicionsgg Torr: 289.3 + 9.0°C

Densidad: 0.940 + 0.06 g/cm®

Relativamente insoluble en agua, se disuelve en la mayoria de |os disolventes

organicos.

2.17 Propiedades fisicoguimicas del (+)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida.*®

CONH;

C13H1sNO2

Peso molecular: 221.30

Punto de fusion: 112-114°C

Densidad: 1.058 + 0.06 g/cm®

Relativamente insoluble en agua, se disuelve en la mayoria de los disolventes
organicos.
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2.18 Propiedades fisicoquimicas del acido (+)-2-(4-isobutilfenil)propandico.*®

COCH

C13H150:

Peso molecular; 206.27

C 75.69% H 8.80% O 15.51%

Solido cristalino estable.

Punto de fusion: 75-77°C

Relativamente insoluble en agua, se disuelve en la mayoria de los disoiventes

organicos.

acido R-(-)-2-(4-isobutilfenil)propandico.*®

acido S-(+)-2-(4-isobutilfenil)propanoico.*®

]
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2.19 Métodos de resolucién y analisis cuantitativo de enantidmeros.

Los métodos actuales para la resolucion son: la sintesis quimica asimétrica;
resolucion cinética catalltica; resolucion de mezclas racémicas via cristalizacién
estereoselectiva o cromatografia quiral. * Para el analisis de enantiomeros los
métodos utilizados son: la polarimetria, la resonancia magnética nuclear
(RMN), dilucidn isotépica, calorimetria, algunas tecnicas enzimaticas como la
isomerizacién, técnicas cromatograficas como la cromatografia de liquidos de
alta resolucién (CLAR), cromatografia de gases (CG), cromatografia en capa
fina (CCF) y electroforesis capilar. La electroforesis capilar es ya una realidad
para el analisis enantiomérico, esta técnica es mas exacta que las técnicas
cromatograficas usadas para este tipc de analisis; la principal desventaja de

esta técnica es su baja sensibilidad.*®

La utilizacidon de sensores electroquimicos para el reconocimiento molecular de
enantiomeros no es laboriosa si uno los compara con técnicas estructurales o
cromatograficas. La confiabilidad de la respuesta asi como la informacién
analitica obtenida usando sensores electroguimicos esta estrictamente
relacionada con el sensor designado. El método es preciso, rapido y no es
caro, por consiguiente, el analisis enantiomérico usando técnicas
electroguimicas es una buena alternativa para la separacidén de este tipo de

moléculas.*®
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En el caso del farmaco antiinflamatorio no esteroideo ibuprofeno se han
reportado diferentes actividades terapeuticas para cada enantiémero, se sabe
que el enantibmero S es el que presenta la actividad terapéutica como
analgésico y antiinflamatorio; pero actualmente se ha descubierto que el
enantibmero R puede ser utilizado en padecimientos como el Alzheimer y en
algunos tratamientos de quimioterapia, por lo cual en el presente estudio se
analizara la hidrélisis enantioselectiva del (z)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo y
de la (+)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida con Nocardia corallina B-276. Asl
mismo, se estudiara el proceso de desracemizacion del acido (x)-2-(4-
isobutitfenil)propanédico para la obtencion de uno de los enantibmeros con

Nocardia corallina B-276.

4. HIPOTESIS.

Es factible la hidrélisis enantioselectiva del (1)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo y
la isomerizacidn del acido (+)-2-(4-isobutilfenil)propandico utilizando Nocardia
corallina B-276.

5. OBJETIVOS.

5.1 Objetivo General.

Estudiar fa hidréiisis enantioselectiva del (t)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo y la

Isomerizacion del acido (1)- 2-(4-isobutilfenil)propanéico con Nocardia corallina
B-276.
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5.2 Objetivos especificos.

o Estudiar la biotransformacion del (+)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo con
células en suspension de Nocardia corallina con diferentes relaciones
sustrato/células en peso seco.

o Estudiar la biotransformacion de la (+)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida
con células en suspensién de Nocardia corallina con diferentes
relaciones sustrato/células en peso seco.

o Estudiar la isomerizacion del acido (x)-2-(4-isobutilfenil}propandico con
ceélulas en suspension de Nocardia corallina con diferentes relaciones

sustrato/células en peso seco.

e Desarrollar un método de extraccion para los productos de la hidrélisis

del {)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo.

e Aislar y caracterizar los productos de la hidrdlisis de la (x)-2-(4-

isobutilfenil) propanonitrito con Nocardia corallina.

o Desarrollar el método analitico que permita seguir el proceso de
biotransformacién para: el (t)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo, la {+)-2-(4-

isobutilfenil)propanoamida y el acido (+)-2-{4-isobutilfenil)propandéico.

e Escalar el proceso de la hidrolisis del (+)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo
con Nocardia corallina a nivel fermentador de 3 litros.

e Escalar el proceso de Ila isomerizacion del &cido (%)-2-{4-

isobutilfenil)propandico con Nocardia corallina a nivel fermentador de 3
litros.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Equipo utilizado.

. Cromatégrafo de liquidos de alta resolucién {CLAR) Agilent 1100 con

detector de UV/visible de arreglo de diodos.

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

w

o N o 0 b

Espectrofotémetro de infrarrojo (IR) Perkin-Elmer Paragon 1600 FT vy
Perkin-Elmer Spectrum BX, FT-IR System.

Resonancia magnética nuclear (RNM) Varian 400 MHz

Polarimetro Perkin Elmer modelo 341

Espectrofotdmetro Genesys 20 (325 — 1100 nm).

Agitador orbital REVCO

Bioreactor esterilizable de 3 litros Applikon, equipade con una mantilla

" eléctrica, termometro de Pt 100, sensor de pH Applisens 2001023510 (pH

0-12/0-135°C), sensor de oxigeno disueilto Applisens 2010018011, difusor
de aire, rotametro, agitador con sistema de propelas con velocidad variable,
toma de muestras, condensador y registrador automatizado de variables,
con:

a) Control de agitacién P100 ADI 1032 Applikon de velocidad variable

b} Consola de flujo Applikon

c¢) Consola ADI 1030 Bio Controller Applikon (pH, temperatura, O;)

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

8.2 Reactivos

. El (x)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo y la (+)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida

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

. El Acido (+)-2-(4-isobutilfenil)propandico es extraidc del medicamento

comercial {Motrin tabletas de 500mg).

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

Isopropanol y hexano grado CLAR, fueron adquiridos de Tecsiquim.
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7. n-octano, adquirido de J.T.Baker.

Cloroformo, acetato de etilo y hexano grado reactivo analitico, fueron

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

6.3 Desarrollo de los métodos analiticos

6.3.1 Cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR).

Columnas quirales: CHIRACEL OD (250 X 46 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 Sum de silica gel.

6.3.1.1

Determinacién de la relacidon enantiomérica para el

(£)-2-(4-

isobutiifenil}propancnitrilo. Para esta determinacion se probaron las siguientes

condiciones presentados en la tabla 5:

Tabla 5. Condiciones cromatograficas para la resolucion del (+)-2-(4-

isobutilfenil)propanonitrilo.

| Longitud

Flujo Mezcla de Temperatura
(mL/min) disolventes s 8;“’3 (°C) Folumna
|
99:1 220, 230, o
0.8 hexanoiscpropancl 254, 270 20°C OJ-H
99:1
hexano:isopropanol 220, 230, o
1 (0.1% de 4cido 254, 270 20°C oD
triffuoracético} )
99:1
1 hexano:isopropanol 220, 230, 20°C Cb
(0.2% de acido 254,270
trifluoracético) |
99.5.0.5
hexano:isopropancl 220, 230, &
0.5 (0.1% de dcido | 254,270 55 QQ

trifluoracético)
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6.3.1.2 Determinacién de Ila (£)-2-(4-
isobutiifenil)propanocamida. Para esta determinacién se probaron las siguientes

relacién enantiomérica para el

condiciones presentados en la tabla 6.
Tabla 6. Condiciones cromatograficas para la resolucién del ()-2-(4-

isobutilfenil)propancamida.

| Flujo Mezcla de Longitud Temperatura
(mL/min) disolventes de (°C) Columna
‘ Onda {A)
04 90:10 240, 280, 25°C oD
\ ' hexano:isopropanol ol
‘ 280
. 220, 230,
’ 0.6 80:10 240, 260, 25°C oD
| hexano:isopropancl 280
|
. 220, 230,
08 80:10 240. 260, 25°C oD
. hexano:isopropanol
‘ 280
| _ 220, 230,
1 80:10 240, 260, 25°C oD
hexano:isopropanocl
\ 280
!
‘ . 220, 230,
1 90:10 240, 260, 25°C 0J-H
hexano:isopropanol 280

6.3.1.3 Determinacién de la relacion enantiomérica para el acido (t)-2-(4-
isobutilfenil)propandico. Para esta determinacién se probaron ias siguientes
condiciones presentados en la tabla 7:

Tabla 7. Condiciones cromatograficas para la resolucién del acido (+)-2-(4-

isobutilfenilypropanéico.

Flujo Mezcla de | Longitudde | Temperatura
(mLimin) | disolventes Onda (A) (°C) bl
88.7.0.3
hexano:isopropanol | 220, 230, o
1 (0.2% de acido 254,270 25°C o0
trifluoracético) ‘
99:1 220, 230, I
0.8 hexano:isopropanol | 254,270 25°C OJ-H
98:2 |
hexano:isopropanol | 220, 230, o
! (0.4% de acido 254,270 25°C QA
trifluoracético) -
98:2 220, 230, o
0.8 hexano:isopropanol 254,270 25°C , —
95:5 220, 230, o '
0.6 hexano:isopropanol | 254,270 25°C OulH
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6.3.2 Cromatografia de Gases (CG).

Se utilizé una columna HP-5 (5% HP ME Siloxano, 30000 X 0.25 mm L X ID).
Las condiciones para la determinacion del porcentaje de conversion para el (t)-
2-(4-isobutilfenilypropanonitrilo, acido(x)-2-(4-isobutilfeniljpropandico y (+)-2-(4-

isobutilfenil)propanoamida fueron:

Flujo de 1.0 mL/min, con una temperatura del inyector y detector de 250°C y
temperatura del horno a 180°C, gas acarreador Na.

6.4 Crecimiento en placa del microorganismo (Nocardia coralfina B-2786).

Se prepararon placas de agar con medio de cultivo enriquecido, en las cuales
se sembré el microorganismo por un periodo de 72 a 96 horas a una
temperatura de 28-30°C.

6.4.1 Composicién del medio para las placas de agar.

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

6.4.2 Preparacion del medio de cultivo liquido.

El medio de cultivo se prepard con la siguiente composicion: 0.05 g
FeSO, 7H0/L; 1.74 g K,HPO,L, 2.0 g (NH,),SO,/L; 1.0 g extracto de
levadura/l, 1.5 g MgSO, /L y 2.0 g glucosa/L. Se pesé la cantidad necesaria

para preparar el medio, se ajustd el pH a 9.0 con KOH al 50% recién
preparada, se filtro y se esterilizé 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 humedo contra pesc seco de
Nocardia corallina para células en suspension.

Para poder medir la biomasa en peso seco, se construyé una curva patron de
células humedas vs peso seco, la cual se elabord de ia siguiente manera:

1.- Se colocaron membranas de 0.22 pm 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.- Posteriormente las muestras fueron filtradas sobre las membranas de 0.22
MM para ser pesadas y determinar el peso humedo.

4 - Después fueron secadas a una temperatura de 60 °C en una estufa, hasta
que su peso permaneciera constante, para determinar su peso seco.

5.- Por uitimo se elabord una curva con los datos obtenidos determinando por
regresién lineal la ecuacién.

Esta curva se realizé por duplicado.

6.6 Método para realizar la curva patréon peso humedo y peso seco vs densidad
optica (DO) para fermentador de 3 litros.

Para medir la biomasa durante las diferentes fases del proceso se determiné la
curva patrén de células humedas vs DO de la siguiente manera:

1.- Se colocaron membranas de 0.22 um 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 incubacion 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 medic 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
leyé la DO en un espectrofotdmetro a 660 nm y las muestras se filtraron.

5.- Las muestras se pesaron para obtener los puntos de células hiumedas vs.
DO y se elabord la grafica, determinando por regresion lineal la ecuacidn que
correspondia a la curva.

6.7 Biotransformaciones.

Las biotransformaciones se realizaron por dos métodos:

Método 1: Células en suspension;®'

Se tomaron muestras a diferentes tiempos de biotransformacion, y en cada lote
se tenia un blanco de celulas (biomasa de Nocardia coralflina suspendida en

solucion amortiguadora de fosfatos pH 7 sin sustrato).

Asimismo se realizaron blanco de los sustratos (sustratos en solucion
amortiguadora de fosfato pH 7). del (+)-2-(4-isobutilfenil)propanonitriio, del
acido-2-(4-isobutilfenil)propandico y  (+)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida para

ver su estabilidad en la solucion amortiguadora.
6.7.1 Procedimiento general para la biotransformacién del (x)-2-(4-

isobutilfenil}propanonitrilo, acido (+)-2-(4-isobutilfenil)propandico y (+)-2-(4-
isobutilfenil}propanoamida con células en suspension.
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6.7.1.1 Células en suspension
Precultivo |

Se preparé un indculo al transferir las colonias de Nocardia corallina, a dos
matraces estériles de 250 mL con deflectores, con 125 mL de medio de cultivo
Ifquido en cada uno, incubandose en un agitador orbital a una temperatura de
28-30°C con una agitacién de 170 rpm por un periodo de 20-24 horas.

Precuitivo Il

El contenido de los matraces del precultivo | se trasvasé en condiciones de
esterilidad a dos matraces de un litro con deflectores, con 500 mL de medio de
cultivo en cada uno, incubandose en un agitador orbital a una temperatura de
28-30°C con una agitacién de 170 rpm por un periodo de 20-24 horas.

Cosecha y activacion de células

Las células se separaron del medio de cultivo por centrifugacion a 4,500 rpm
durante 15 minutos desechando el sobrenadante, las células se lavan dos
veces con solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.0, centrifugando en
cada ocasién bajo las mismas condiciones. La biomasa se pesd y se activé con
50 mL de solucién amortiguadora de fosfatos a 170 rpm, 28-32°C durante 30

min.
Biotransformacion de ios sustratos

Los siguientes sustratos: (+)-2-(4-isobutiifenil)propanonitrilo, acido (+)-2-(4-
isobutilfenil)propandico, acido S-(+)-2-(4-isobutilfenilypropandico y la (t)-2-(4-
isobutilfenil)propanoamida disueltos en 0.3mL de DMF 0.6 % v/v a diferentes
relaciones sustrato/celulas en peso seco. La biotransformacién se siguié

tomando muestras a diferentes tiempos.*®
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A las muestras de las biotransformaciones con los sustratos anteriores se
trabajaron de la siguiente forma: se les adicioné NaCl hasta saturaciéon y las
células de Nocardia corallina se separaron por centrifugacion a 4500 rpm
durante 15 minutos, el sobrenadante se extrajo con disolventes organicos a
diferentes pH, dependiendo del producto de |la biotransformacion; para el (+)-2-
{4-isobultilfenil)propanonitriio la fase acuosa se ajusta a un pH de 85
extrayéndo con CHCIj el nitrilo que no se biotransformé. Se extrae con acetato
de etilo la (+)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida al mismo pH. Posteriormente la
fase acuosa se ajustd a un pH de 2 y el acido (x)-2-(4-isobutilfenil)propanoico
(ibuprofeno) se extrajo con cloroformo. Las fases organicas se secaron con
Na,S0Q, anhidro y se evaporaron a presion reducida. El residuo obtenido,
después de haber evaporado la fase organica, se disolvi6 en 500 mL de
isopropanol grado CLAR y se filtro a traves de una membrana de 0.45 um y el
filtrado se colecté en un vial. Se caracterizaron los productos por IR, RMN,
CLARy CG.

Meétodo 2: Fermentador de 3 L, para 10s siguientes sustratos:

El {+)-2-(4-isobultilfenil)propanonitrilo, y el acido (£)-2-(4-isobutilfenil)propanéico.
Se tomaron muestras a diferentes tiempos de bictransformacion.

6.7.2 Procedimiento general para la biotransformacion de (£)-2-(4-
isobutiifenil)propanonitrilo, y el acido (+)-2-(4-isobutilfenil)propanéico en
fermentador.

6.7.2.1 Crecimiento en fermentador de 3 litros.

Se prepar6 el indculo en el medio de cultivo liquido, transfiriendo ias colonias
de Nocardia coralfina 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, incubandose en un agitador orbital a una

34



temperatura de 28-30°C con una agitacion 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 aereacidén a 0.9 vvm.

Manteniendo estas condiciones durante 12 horas, posteriormente se le
adicionaron los 400 mL del inéculo anterior en condiciones estériles. El
crecimiento celular en el fermentador se determiné cada hora midiendo la
absorbancia a 660 nm hasta finalizar el crecimiento exponencial, aicanzandose
a las 6 horas. La cantidad de células se calculé conforme a la curva patron
péso seco vs densidad optica (DO) en fermentador de 3 litros.

Biotransformacion del (+)-2-(4-isobutilfenil)propancnitrilo y del acido (+)-2-(4-

isobutilfenif)propandico.

Los sustratos previamente disueltos en DMF 0.6 % v/v se adicicnaron al
fermentador, a diferentes relaciones sustrato/células (p/p), tomandose
muestras a diferentes tiempos. A las muestras se le agregd NaCl y se
centrifugan durante 15 minutos a 4500 rpm, el sobrenadante obtenido se
evapord a presion reducida hasta 300 mL y se extrajo continuamente con
CHCIl3 durante 24 horas, la fase organica se secd con Na;SQO, anhidro, se filtré
y se evaporo el disolvente en el rotavapor. El residuo obtenido después de
haber evaporado la fase organica, se disolvio en 500 mL de isopropanol CLAR
y se filtré a través de una membrana de 0.45 um y el filtrado se colectd en un
vial, para determinar la relacién enantiomérica por CLAR y el porcentaje de

conversion por CG.
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7. RESULTADOS y DISCUSION

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

7.1.1 Espectros de Infrarrojo.

Se realizé el andlisis utilizando un espectrofotdmetro 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 sefai
del nitilo en 2240.96 cm™, ver figura 5, sefal seleccionada para ver la
biotransformacién a otro grupo funcional (amida o acido), por ser caracteristico

del grupo nitrilo.

224096

~uT

3 e (102 Ll

Figura 5. Especlro 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 sefales caracteristicas de la amida
primaria (N-H) en 3349.81, 3175.08 y en 1656.68 cm™ el carbonilo, senales
que nos permitiran ver el avance de la conversion.
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- 3348 81

» 3175.08

Figura 6. Espectro infrarrojo de la (1)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida.

En el espectro de IR del acido (x)-2-(4-isobutiifenil)propandico, extraido del
medicamentc comercial (Motrin 500 mg) se observa el carbonilo del acido en
1707.25 cm™ y la banda ancha del alargamiento O-H del grupo carboxilo en
2955.87 cm™ (figura 7).

2055.87

o 1707 25

5 Ibuprafim areis i 6 13 (0

u3
S b EY R Iany g a, Jena
el

Figura 7. Espectro infrarrojo del acido (t)-2-(4-isobutilfenil)propandico.
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7.1.2 Espectros de Resonancia magnética nuclear de '*C e 'H.

Como sefal caracteristica de ta RMN '3C, figura 8, el carbono del nitrilo se
observa en 180 ppm.

En el espectro de RMN 'H, figura 9, el hidrégeno en el carbono base del -CN
como un cuarteto centrado en 3.7 ppm, con el patrén de substitucién 1,4 (para)
del anillo aromaticoen 7.2y 7.1 ppm.

120.087
126 984
77048
- 76,846
- 76.512 #
gD
44779
LT3 359

" 18.051

&
1 -
8

180.116

Figura 8. Espectro de RMN "°C del (+)-2-(4-isobutilfenihpropanonitriio.

En el espectro de RMN 'H, figura 9, el hidrégeno en el carbono base del ~CN
como un cuarteto centrado en 3.7 ppm, con el patrén de substitucion 1,4 (para)
del anillo aromaticoen 7.2y 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 *C del (#)-2-(4-
isobutitfenil)propanoamida, la sefal caracteristica para el carbono del carbonilo
de la amida en 176.4 ppm. En RMN 'H, figura 11 se observan las sefales de
los hidrégenos de la amida en 5.37-5.31 ppm y el hidrégeno en el carbono alfa
de la propionamida 2-arilada se recorre hasta 3.57 ppm como cuarteto.

P At
6815

75482
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21298

129391
18202

176.323
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— 140 555
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Figura 10. Espectro de RMN ¢ del {+)-2-(4-isobutilfenil}propanocamida
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Figura 11. Espectro de RMN 'H de la (£)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida

Con respecto al acido (%)-2-(4-isobutilfenil)propandico, se observa en 180.7
ppm, el carbono del acido carboxilico como sefal mas desplazada y

caracteristica para seguir la biotransformacion, figura 12.

—-120.383

127.276

180.757

154

i

(i)

77.462
77194

T6.826

46216

45.140

12.648

18.353

- 30.427

Figura 12. Espectro RMN '*C del acido (+)-2-(4-iscbutilfenil)propanéico.
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En RMN 'H, ver figura 13, la sefal del C-H alfa al carbonilo, aparece
ligeramente desplazada hasta 3.7 y 3.69 (sefales del cuarteto). Siendo muy
indicativa la desaparicién de las sefales de la amida (NH;) como referencia a

considerar en el proceso de bioconversion que estudiaremos.
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Figura 13. Espectro RMN 'H del acido (£)-2-(4-isobutilfenil)propandico.

7.1.3 Cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR).
7.1.3.1 (¥)-2-(4-isobutilfenilypropanonitrilo.

Con la columna Chiracel OD, se probaron diferentes condiciones de analisis,
siendo la mezcla de disolventes 99.5:0.5 hexano:isoporopancl con 0.1% de
acido trifluoroacético la mas adecuada para la separacién de los enantiémeros,
flujo de 0.5 mL/min a A=220 nm, y una temperatura de 25°C, después de
inyectar 5 pL los tiempos de retencion para los enantidmeros son 21.61 y 23.72
min. con una relacién enantiomérica de 49.8/50.2 calculada por sus areas 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 analisis para la ($)-2-(4-
isobutilfenil)propanoamida con la columna Chiracel OD; se encontrd que [a mas
adecuada para la separacién de los enantidmeros fue utilizando una mezcla de
disolventes 90:10 hexano:isopropancl, 25°C, con un flujo de 0.8mL/min, a
A=220 nm, inyectandose 5 pL. Los tiempos de retencién para esta mezcla
racemica son 9.58 y 10.45 min.obervandose en ia figura 15 con una relacion

enantiomérica de 49.6/50.4

DAD1 B, Sk 220 A RitxS550,100 (RICHS TOAMILL)
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Figura 15. Cromatograma del (£)-2-(4- isobutilfenil)propancamida.

7.1.3.3 Acido (+)-2-(4-isobutilfenil)propandico.

Las condiciones de analisis para el acido (#)-2-(4-isobutilfenil)propandico. la
columna Chiracel OJ-H es la mezcla de disolventes 95:5 hexanoc:isopropanol a
un flujo de 0.6 mL/min a A=220 nm y 25°C. Los tiempos de retencién para esta
mezcla racemica son de 9.18 y 9.87 min. con una relacion enantiomérica de
495 % del R, y 50.5 % del S como se puede observar en la figura 16. La
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asignacién de la configuracion absoluta se soporta en el analisis realizado a
una muestra de referencia del enantiomero S de Aldrich.

DAD gt 20 & Rute 550 100 HSTDEBU DG
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Figura 16. Cromatograma del acido (*)-2-(4-isobutilfenil)propandico

Con el fin de conocer cual enantidmero es el que tiene menor tiempo de
retencibn en el método descrito anteriormente para el acido (+)-2-(4-
isobutilfenil)propandico, se analizd el acido S-(+)-2-(4-isobutilfenil)propandico
{adquirido de Aldrich) con las mismas condiciones y la sefal se observa a los

9.24 min. Como se muestra en la siguiente figura 17.

DADY C, S B Ral=560,100 (RICHSTOALE T
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Figura 17. Cromatograma del acido S-(+)-2-(4-isobutilfenil}propandico.
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7.1.4 Cromatografia 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.

1 Fii B, [CLORBENITDNGU D)
FE2 A, (CLORBENSTOEML B)

— 3855

_— = - - o
4

Figura 18. Cromatograma del acido (+)-2-(4-isobutilfenil)propandico,
t.r = 3.855 minutos.
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Figura 19. Cromatograma del (1)-2-(4-isobutilfenil) propanoamida,
t.r = 5.386 minutos
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Figura 20. Cromatograma del (*)-2-(4-isobutilfenil) propanonitrilo,
f.r = 2.763 minutos

Ya que en las biotransformaciones se podrian obtener los tres compuestos
antes estudiados, por lo cual se considerd necesario hacer una mezcla con las
tres materias primas (nitrilo, amida y acido) para observar los posibles
desplazamientos por las interacciones entre ellos, figura 21. En los
cromatogramas, la sefial 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,), &cido {t)-2-{4-isobutilfenil)propandico (t.r = 3.661
min) y del (+)}-2-(4-isobutilfenil) propanoamida (t.r = 5.589 min).

7.2 Analisis de blancos de los sustratos: (+)-2-(4-isobutilfenil)propanonitrilo,

acido-2-(4-isobutilfenil)propandico y (+)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida.

Con el fin de verificar la estabilidad de los compuestos a estudiar con la
solucién amortiguadora de fosfatos pH 7 y la N, N-dimetilformamida (DMF), se
adicionaron a tres matraces, cada uno con 50 mL de solucién amortiguadora y
0.3 mL de DMF (0.6% v/v), el acido 2-(4-isobutilfenil)propandico, el (+)-2-(4-
isobutilfenil)propanonitrilo y la (1)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida,
respectivamente. A las 48 horas se procedio a la extraccion 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 analisis de los cromatogramas nos indica que no se
presentd ningun cambio y los sustratos fueron recuperados. Lo anterior se
aprecia por comparacion de los cromatogramas previamente determinados a
fos compuestos de referencia con los cromatogramas obtenidos por CLAR en
las figuras 22, 23 y 24, y en Gases (ver figuras 25, 26 y 27).
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Figura 22. CLAR del blanco de (+)-2-(4-iscbutilfenil) propanonitrilo. Columna GD.
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Figura 23. CLAR del blanco de (+)-2-(4-isobutilfenil)propancamida. Columna QD
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Figura 24, CLAR del blanco del acido (+)-2-(4-isobutilfenilypropanéico. 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 acido (t)-2-(4-isobutilfeniljpropandico.

7.3 Curva de peso humedo vs peso seco de Nocardia corallina para células en
suspension.

Con la finalidad de tener los pesos reales de células de Nocardia corallina
secas, se realizé esta curva para los experimentos con células en suspension
(método 1), y asi manejar las relaciones de sustrato:células himedas o secas.

Se procedié de conformidad con la metodologia expresada en el apartado 6.5.

Los datos del peso de las células aisladas humedas y posteriormente secadas,
se expresan como: peso humedo y peso seco, y se describen en la Tabla 8 y
en la Gréfica 1.

49



Tabla 8. Datos de la curva de células

himedas vs peso seco

Peso humedo 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

peso seco {g}

b= o 2 o Y o b
R — o LY H w &

o
o
.

Curva de peso seco vs peso humedo

y=01727%- 110047
RE=09976

05 ' 15 2

peso humedo (g}

Grafica 1.- Curva de células himedas vs peso seco.
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7.4 Datos obtenidos para la curva de densidad 6ptica vs peso seco y humedo
de Nocardia corallina a nivel fermentador.

Con la finalidad de tener los pesos reales de células de Nocardia coraflina
secas y células humedas en el fermentador de 3 litros con relacién a su
densidad 6ptica se realizé esta curva y asi correlacionar las relaciones de
sustrato:células humedas o secas. Se procedié de conformidad a lo descritc en
el apartado 6.6. Los datos de densidad optica vs peso humedo y peso seco se
describen en la Tabla 9 y en la Gréfica 2.

Tabla 9.- Densidad optica (DO) vs células humedas y peso seco.

Densidad optica | Pesc humedo | Peso seco
(mg) (mg)
0.436 6830 | 0232
0.600 9.000 0.309
0.582 8230 | 0299
0.612 7.290 0.315
0.777 10.320 0.421
0.847 10.700 | 0.476
0.889 9.420 | 0512
1.000 11770 0621
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Relacién absorbancia vs peso seco y peso humedo
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Grafica 2.- Densidad optica (DO) vs células humedas y peso seco.

Biotransformacién de los sustratos.

7.5 Biotransformacién con células en suspension (metodo 1) y en fermentador
(metodo 2).
Durante el presente estudio se realizaron un total de 29 experimentos:

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

7.5.1 Biotransformacién del ()-2-(4-isobutilfenil}propanonitrilo con células en

suspension (metodo 1)
Las biotransformaciones se realizaron c¢on diferentes relaciones

sustrato/células en peso seco, como se muestra en la tabla 10, se identificé la
bioconversidén incompleta del nitrilo a la amida y al acido:
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Tabla 10. % de los sustratos al final de la conversién para la biotransformacion

de (1)-2-(4-isobutilfenilypropanonitrilo con células suspendidas.

No. Relacion | Tiempo | % de los sustratos al
de sustrato/peso (h) final de la conversion
Lote seco Nitrilo | Acido | Amida

BEE 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 I 17 66 17
67 15 73 12

4 1:17 24 66 24 10
1:17 24 86 2 12

6 1:17 24 81 13 6
; 117 24 41 20 39
| 48 19 29 52

En los lotes 2 v 3 los resultados fueron alentadores entre las 24 y 26 horas de
biotransformacioén se obtuvieron porcentajes de conversion al acido elevados
(63 y 75 %), con una relacidon enantiomérica de 62/38 R/S y >99% del R
respectivamente calculado por CLAR, mientras que el % de conversion a la
amida fue de 22 y 17%.

Los excesos enantioméricos (ee) del lote 3, desde las 24 a las 67 horas, fueron
>99% del enantiomero R, y dado que el nitrilo y la amida se encuentran en
valores de conversién menores de un 50%, el ee deberia de ser mucho menor
a >99%, esto demuestra que se esta desarrollando una biotransformacién
adicional que se puede explicar por una epimerizacion del centro quiral, es
decir el enantiémero S del acido se esta invirtiendo al R. Dada la importancia
de este resultado ya que implica una desracemizacién, se estudié por separado
esta posible segunda biotransformacion, tomando como sustrato el acido
racemico comercial, ibuprofen; los resultados obtenidos de este estudio se
presentan por separado.
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Continuando con |a biotransformacion del nitrilo al acido, al triplicar la relacién
sustrato:biomasa (lotes 4-7) con la finalidad de disminuir tiempos y aumentar el
% de los productos al final de la bioconversién al acido, 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
adaptacion para esta sean las mismas no fue el adecuado o, que
probablemente se contamind, ya que el pH de los sobrenadantes en el proceso
de aislamiento de las células (antes de los lavados y de la biotransformacion)
quedan cercanos a 5, la biotransformacién a estos pH se hace muy lenta.
Recientemente hemos observado en nuestro grupo de investigacién que las
biotransformaciones con Nocardia coralfina con estos y otros sustratos, que el
pH 6ptimo para estos experimentos, debe de estar en el rango de 6.3-7.0 a!
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

mas lentas y existe menor reproducibilidad de los resultados alcanzados.

En el lote 4 con una relacion 1:17 de sustrato: células, a las 24 horas se
observan por CG los siguientes porcentajes: nitrilo 66, acido 24 y amida 10,
ver figura 28. Haciendo uso de CLAR (indicado en el apartado 7.1.3), se
obtuvieron las relaciones enantiomeéricas: nitrilo 49/51, acido 64/36 R/S ver
figura 29, de la amida 71/29, los picos con tiempos de retencion entre 5y 6
minutos corresponden a los productos de desechos de Nocardia coraffina 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
puéde observar |la separacion de la mezcla racémica del acido 2-(4-isobutilfenil)
propandico y la (1)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida no se resuelve en estas

condiciones, teniendo un tiempo de retencién de 15.48 minutos.
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Figura 2B. Cromatograma de gases del iote 4, (t)-2-(4-
isobutilfenil) propancnitriio  (2.59 min.), acido (¥)-2-(4-
isobutilfenil)propandico (3.43 min.) y (£)-2-(4-isobutilfenil)
propanoamida (5.50 min.}.
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Figura 29 Cromatograma CLAR del lote 4, acido (£)-2-(4-
isobutilfenil)propandico (9.29 y 1005 min) y la (£)-2-(4-

isobutilfenil)propancamida (15.48 min.), columna OJ-H, a las 24 h,
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Para el Iote 7 a las 24 horas, los % de los productos al final de la bioconversién
fueron los siguientes: nitrilc 41, acido 20 y de amida 39, las relaciones
enantioméricas fueron: 49/51 del nitnlo; 54/46 R/S para el acido y 65/35 para la
amida. A las 48 horas los porcentajes de los productos son: 19 % de nitrilo, 29
% de acido y 52 % de amida con una relacién enantiomérica de: 48/52 del
nitrilo, 89/11 RIS del acido 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 acido (66%) que de amida (17%),
contrario al resuitado del lote 7. Esto nos confirma Ila lentitud de la
biotransformacion la cual se vio afectada por el pH al momento de aislar la
bibmasa ya que este fue cercano a 5, lo gue demuestra lo afirmado

anteriormente.

7.5.2 Biotransformacién del (+)-2-(4-isobutilfenil} propanonitrilo en fermentador
de 3 litros (método 2).

Una vez realizado el estudio con células suspendidas, se realizé el
escalamiento de la biotransformacion 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 determinacién de los %
se realizd 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.

Relacion
o .,
No. de sustrato/peso Tiempo de Yo de los sustratos al final de la conversion
Lote ' Seco muestreo (h) -
Nitrilo Acido 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
5 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
biotransformacion. No se observan cambios significativos en |os porcentajes de
bioconversion llegandose a una relacion de 58-65 % de nitrilo y del acido entre
17-21 % y la amida de un 18-21 %. Comparando estos resultados con los
obtenidos con el método 1, células en suspensidn, se puede asumir gque al

volumen de trabajo de 2.2 litros, ta dilucion del sustrato y el biocatalizador es
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muy grande, por lo cual la biotransformacién 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 min. la materia prima (t)-2-(4-
isobutilfenil)propanonitrilo, a los 3.36 min. la sefal del acido ()-2-(4-
isobutilfenil)propandico y a los 450 min. de la (#)-2-(4-
isobutiifenil)propanocamida.
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Figura 30. Cromatograma del lote 4, (+)-2-(4-isobutilfenilypropanonitrilo
(2.7 min), acido (x)-2-(4-isobutilfenil)propandico (3.36 min) y la (+)-2-(4-
isobutilfenil)propanoamida (4.50 min).

7.6 Biotransformacion del acido (*)-2-(4-isobutilfenil)propandico (ibuprofeno)

con celulas suspendidas (método 1) y en fermentador (método 2).

7.6.1 Biotransformacién de! acido (t)-2-(4-isobutilfenil)propandico con células
en suspension {metodo 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 esteroinversion y determinar los parametros para
llevarse a cabo en este caso, de manera exploratoria, se decidié incrementar la
cantidad del biocatalizador; se cuantificaron las relaciones enantioméricas
(R/S) por CLAR segun el apartado 7.1.3.

Tabla 12. Biotransformaciones del acido (t)-2-(4-isobutilfenil)propandico

realizadas con células suspendidas.

‘ | Relacién enantiomérica del
L . DA
) Tiempo acido (+)-2-(4
No. Relacion de isobutilfenil)propanéico
de | sustrato/peso 0
P Muestreo (%)
Lote Seco [
L
R S
24 62 38
1 1:17
48 59 41
48 69 31
2 1:17 [ — R )y
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 3

Se estudié el comportamiento de WNocardia corallina con el ibuprofeno
racemico, utilizando una relacién sustrato:células en peso seco de 1:17. Se
realizé el seguimiento de la biotransformacion hasta las 48 horas (lote 1),
tommando una muestra a las 24 horas. Con base en los tiempos de retencion por
CLAR a 220 nm del ibuprofeno racémico de referencia, los cuales fueron para
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el enantiémero (R) 9.29 minutos y para el (S) 10.03 minutos, se determinaron
las relaciones enantioméricas del producto presentandc una estereoinversion,
teniendo la siguiente relacion porcentual de esterecisémeros (R/S): 62/38 a las
24 h y 59/41 a las 48 h respectivamente como se observa en la grafica 3.

Relacién enantiomérica

. Enantibmero R

(] 24 48
Tiempo de muestreo (hrs) . Engantiomero $

Gréfica 3. Bioconversion del acido (1)-2-(4-isobutilfenil)propandico,
{lote 1)

Un primer cnterio fue modificar el tiempo de biotransformacién conservarndo la
relacién sustrato:células, asl a las 72 horas (lote 2), se tomaron muestras a las
48 y 72 horas; las relaciones enantioméricas observadas por CLAR, presentan
la siguiente relacién porcentual de esterecisébmeros: 69/31 y 76/24
respectivamente, grafica 4.

Relacion
enantiomérica

[l Enantismero R

. Enantiémero S

o 48 72
Tiempo de muestreo (hrs)

Gréfica 4. Bioconversion del acido (+)-2-(4-isobutilfenil)propandico
(lote 2)
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Cuando se increment6 al doble la cantidad de células hasta alcanzar una
relacion 1:35 {lote 4), después de 24 horas de biotransformacion se obtuvo una
relacién de enantiomeros: 82/18 y a las 48 horas 70/30, grafica 5. Con base en
los tiempos de retencidn observados de la mezcla enantiomérica enriquecida,
7.9 y 8.8 minutos, se observa un incremento en el enantiomero de mas rapida
elucion. Se determind en un polarimetro el sentido de la rotacion dptica de la
biotransformacién a las 24 horas (disolviéndolo en etanol CLAR) obteniéndose
una rotacién negativa que corresponderia al enantiémero R(-)*. Corroborada la
configuracion absoluta del enantibmero enriquecido, podemos afirmar que éste
microorganismo tiene la capacidad de realizar una estereoinversion para
darnos el enantibmero contrario al que se obtiene por bioconversion con

mamiferos (rata y humano)*"®.

Relacién enantiomérica

ca38888388

> S Enantibmero R
B Enantidmero S

0 24 48
Tiempo de muestreo (hrs)

Grafica 5. Bioconversién del acido (+)-2-(4-isobutilfenil)propandico,
(lote 4).

Con los datos anteriores se puede observar que a tiempos largos de
bioconversion se tiende a equilibrar los enantidmeros, de la tabla 12 se puede
apreciar que las relaciones mas altas para el enantiomero {R) se alcanzan con
una relacion 1:35 a las 24 horas y a tiempos méas largos se aprecia una
disminucion.

61



7.6.2 Biotransformacién del acido (3)-2-(4-isobutilfenil)propanéico en

fermentador de 3L.

Con la finalidad de incrementar el volumen de la bictransformacién (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 acido (1)-2-(4-isobutilfenil)propanéico

realizadas en fermentador de 3L.

Relacién enantiomérica
Tiempo del
No. Relacién
de acido ()-2-(4-
de | sustrato/peso o B
Muestreo | isobutilfenil)propandico
Lote seco .
) | (%)
R )
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 b6 44
3 1:1.6 72 58 42
96 56 44
' 120 55 45
24 67 33
37 65 35 '
4 1176 L 1
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 excepcidn del lote
1), se observa que en estas condiciones |la isomerizacién es muy lenta y no es
significativa, aan con tiempos de conversidén largos, 120 horas (lote 3). Este
resultado es muy interesante ya que en medios de alta dilucidn 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
estereoinversién y el método 2 dificilmente seria practico para desarrollar esta
metodologia de isomerizacion, dadas las dificultades experimentales de

aislamiento del acido por el volumen de trabajo.

7.7 Biotransformacion del acido S-(+)-2-(4-isobutilfenil)propandico (método 1).

En este punto se considerd relevante estudiar la inversion del enantidmero (S)
del ibuprofen para corroborar que la bioconversién, esteroinversién, al (R) es
especifica. Los resultados alcanzados se presentan a continuacién.

Empleando el método 1, el enantiomero S del ibuprofeno con una relacién
sustrato:células en peso seco 1:35 por 24 horas, después del tratamiento
usual, la muestra se analiz6 por CLAR y comparando contra los
cromatogramas de las muestras del acido racémico y el acido S de referencia
(ver figura 16 y 17), nos confirma que el enantidmero S se epimeriza al
enantibmero R, observandose la senal a los 9.355 minutos, seguido del pico
correspondiente al enantidmero S, 10.055 minutos, con una relacién porcentual
de estereoisémeros (R:S) de 22:78 respectivamente, grafica 6.
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Relacién enantiomérica

B Enantibmero R
M Enantibmero S

0 24
Tiempo de muestreo (hrs)

Grafica 6. Bioconversion del S-(+) acido-2-(4-isobutiifenil)propandico
24 horas, relacidon sustrato:células [1:35].

En esta etapa se considerd la posibilidad de incorporar una segunda fase al
medio de la biotransformacién del acido (+)-2-(4-isobutilfenil)propanéica con
células de Nocardia corallina suspendidas en solucion amortiguadora de
fosfatos, al utilizar n-octano se obtiene una mayor estereoinversion del

enantiomero “S” al “R" como se puede observar en la siguiente tabla 14.

Tabla 14. Biocconversion del 4cido S-(+)-2-(4-isobutilfenil)propandico

con células suspendidas con n-octano.

- g Biggf?ngizg;agfn Biot_rgnsformacién sin
] Lll(;rsllir)go (?1 ) noctano adicién de n-octano
%S %R %S %R
24 96 4 90 10
48 43 57 85 15
i 72 | 29 71 86 | 14

Es decir a las 72 horas ya se tiene un 71% del enantiomero R, cuando a!
tiempo 0, no existia absolutamente nada del mismo, por lo anterior se puede
acido (+)-2-(4-
isobutilfenil)propandico y se observa el beneficio de utilizar una segunda fase.

ratificar la estereoinversién con WNocardia corallina del
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7.8 Biotransformacion del (x)-2-(4-isobutilfeni) propanoamida (método 1).

Se efectuaron dos biotransformaciones de la {£)-2-(4-
isobutilfenil)propancamida con células de Nocardia corallina suspendidas en
solucion amortiguadora de fosfatos a una relacién sustrato:células en peso
seco de 1:17, durante 48 horas, utilizando en una de elias n-octano como
segunda fase, al analizarlas por CLAR solamente observamos las sefiales de la
amida en las dos biotransformaciones, ver figuras 32 y 33, como elemento de
comparacion en la figura 31 se presenta el cromatograma (CLAR) de la
resolucién de la amida estudiada. Por CG en la figura 34 y 35, se observa

también la ausencia del acido esperado, es decir no hay transformacion.

DAD1 D, Sig=230.16 Ref®350, 100 (RICH\STDAMIL. DY

mAL

1250 s
1000 o %
750 "
500

260

Figura 31. Cromatograma por CLAR de la (£}-2-(4-
isohutilfenil)propancamida de referencia (10.53 y 11.40
min). Columna CD.
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Figura 32. Cromatograma por CLAR de la biotransformacion
de (1)}-2-(4-isobutifenil)propanoamida, ohbservandose los
enantiémeros de la amida a los 10.3 y 11.12 min. Columna
oD

65



DAD1 O, Sig=230.18 Ref=360.100 (RICHWL 18AMNOC.O)

mAL
] I
50 i o
40 w ¥ 5o
30 S o =
| - v
20 T e
10- 6
0_'.
0 5 10

Figura 33. Cromatograma por CLAR de la biotransformacion de (+)-2-{4-
isobutilfenil)propanoamida con n-octano, observandose los enantidomeros
de la amida a los 10.3 y 11.14 min. Columna OD.
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Figura 34. Cromatograma por CG de |a biotransformacion de
(£)-2-(4-isobutilfenil) propanocamida (4.51 min.)
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Figura 35. Cromatograma por CG, de la biotransformacion
de (1)-2-(4-isobutilfenil)propancamida con n-octano {amida
4.77 min}.

Al analizar los espectros en IR de ambos experimentos, se observan las
sefiales caracteristicas de la amida, las cuales se encuentran alrededor de los
3202.69, 3338.04 y en 1668.42 cm™ para el experimento al cual se le adicioné
n-octano; y en el que no se le adiciond el n-octano aparecen en 3191.91,
3348.75 y en 1669.61 cm™' (figuras 36 y 37). Es evidente la ausencia del acido
carboxilico esperado.

3338.04
320289

& s
I
1668.42

N — .
R G - e TR s

Figura 36. Espectro de infrarrojo de la biotransformacion de (+)-2-(4-
isobutilfenil)propanoamida (3202.69, 3338.04 y en 1668.42 cm™), con n-octano.
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Figura 37. Espectro infrarrcjo de Ia biotransformacién de (¥)-2-(4-
isobutilfenil)propancamida (3191.81, 3348.75 y en 1669.61 ¢m-1) sin n-octano.

Esto puede deberse a la necesidad de tener conjuntamente al nitrilo para
desarrollar el proceso de hidrdlisis, dado que es su precursor. Una situacion
similar se ha observado en los procesos de bioreduccion de cetonas a
alcoholes con este microorganismo.>°
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8. CONCLUSIONES

La Dbiotransformacion con células en suspension del (*)-2-(4-
isobutilfenit)propanonitrilo con una relacién sustrato; celutas secas de 1:5
{mejor conversion) a la (%)-2-(4-isobutilfenil)propancamida y al acido 2-(4-
isobutilfenil)propandico demuestra la capacidad de nitrilo hidratasa y amidasa
de Nocardia corallina B-276. Sin embargo la estereoespecificidad no fue la
esperada, aunque se observa isomerizacion del acido obtenido hacia el

enantiomero R.

En el fermentador de 3-L, la biotransformacion del (+)-2-(4-
isobutilfenil)propanonitrilo procede también la hidrolisis, aun con la menor
relacion sustrato:células en peso seco de 1:1.6. Cuando se incrementa la
relacion de biocatalizador, esto no se refleja en una mayor hidrélisis. También
al comparar con el método de células suspendidas, se tiene dificultad para
aislar los productos por la dilucion.

Al realizar la biotransformacion del acido (+)-2-(4-isobutilfenil)propanéico tanto
en células en suspensién como en el fermentador, se presenta una
isomerizacion, que enriquece al enantidmero R(-). Hasta nuestro conocimiento
este es el primer reporte de esta actividad enzimatica para el microorganismo
Nocardia coralfina B-276.

Cuando se biotransforma el acido (S) (+)-2-(4-isobutilfenil)propandico con
células en suspension, utilizando al n-octano como segunda fase, se presenta
una mayor estereoinversion del enantiomero S(+) al enantiomero R{(-). De esta
forma se corrobora la capacidad de este microorganismo para efectuar la
estereoinversién del acido S al R, lo que demuestra la presencia de enzimas
isomerasas en el medio.

La biotransformacion de la (+)-2-(4-isobutilfenil)propanoamida, no presenta
hidrélisis de la amida.
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