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I 

 

RESUMEN 

Los compuestos enantioméricamente puros son una pieza fundamental en la producción 

de algunos productos farmacéuticos, dado que la quiralidad es el factor clave para su 

efectividad. Una vía para la preparación de éstos y que cuenta con un valor agregado 

adicional, es el uso de procesos donde se busque reducir los efectos contaminantes 

generados por los métodos químicos convencionales. Actualmente, los procesos de 

biotransformación están teniendo auge gracias a su quimio- regio- y estereoselectividad, 

además de que se pueden llevar a cabo en medios acuosos, siendo más limpios para el 

medio ambiente. 

En este trabajo se estudiaron las condiciones para obtener los alcoholes secundarios 

enantioméricamente enriquecidos, a partir de las cetonas proquirales correspondientes, 

el 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) y el éster 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2), 

intermediarios para las síntesis del Clopidogrel (antiagregante plaquetario) y de la 

Fluoxetina (antidepresivo), con células de Nocardia corallina B-276. Se utilizó como 

compuesto modelo a la propiofenona (3) para optimizar las condiciones de la reacción de 

reducción. 

En el desarrollo del trabajo se corroboró que Nocardia corallina B-276 tiene la capacidad 

de reducir enantioselectivamente a la propiofenona y al 2-clorobenzoilformiato de metilo, 

con enriquecimiento del enantiómero (R), con una relación de 1:500 (p/p) sustrato:células 

húmedas, siendo reversible la biotransformación con propiofenona y no reversible con 2-

clorobenzoilformiato de metilo a las 24 h. 

En la biorreducción del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo con una relación de 1:500 (p/p) 

sustrato:células húmedas se obtuvo un porcentaje de conversión menor de la cetona al 

alcohol, con varios subproductos de reacción, probablemente por la actividad de otras 

enzimas presentes en Nocardia corallina y por el gran impedimento estérico para su 

cetorreductasa, por lo que se puede considerar que en las condiciones de reacción 

utilizadas, no es un sustrato a reducir con este microorganismo. 

Se observó que las diferencias en los porcentajes de conversión entre cada lote de las 

biorreducciones de los tres sustratos estudiados, podrían estar relacionados con el pH 

final del medio de crecimiento de Nocardia corallina. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La actividad enzimática de los sistemas biológicos ha sido explotada desde épocas 

remotas para la obtención de compuestos orgánicos, y de manera reciente se ha 

observado con los avances del conocimiento científico y tecnológico, el desarrollo de 

procesos biotecnológicos ampliamente utilizados, principalmente en las industrias 

alimentaria, agrícola y farmacéutica.1 En las últimas décadas, los desarrollos industriales 

deben considerar la necesidad de obtener compuestos quirales puros, con novedosas 

aplicaciones biológicas, buscando con ello reducir los efectos contaminantes generados 

en la producción de los mismos por métodos químicos convencionales.  

La mayoría de los compuestos con actividad biológica poseen centros quirales y 

normalmente sus estereoisómeros no poseen la misma actividad. Especialmente si nos 

referimos a los fármacos, la interacción de los enantiómeros con sus receptores es 

diferente y como consecuencia su actividad terapéutica puede ser nula, insuficiente o no 

deseada.2 

Las reacciones de reducción constituyen una parte significativa en la síntesis química, ya 

que varias clases de compuestos orgánicos pueden ser reducidos para obtener productos 

con un mayor valor agregado, entre estos encontramos a los ácidos carboxílicos y sus 

ésteres, cetonas o aldehídos que al reducirse producen alcoholes, los agentes reductores 

más empleados son el LiAlH4 y el NaBH4. La reducción de cetonas proquirales genera 

compuestos racémicos, dichas reducciones se llevan a cabo, por lo general, empleando 

LiAlH4/(THF,0°C); o DIBAL/(tolueno,-78°C), asimismo se han reportado diversos agentes 

químicos quirales para inducir asimetría.3 

Los alcoholes secundarios quirales han sido preparados por hidrogenación asimétrica de 

cetonas proquirales usando complejos de rutenio o compuestos de boro; también se han 

utilizado compuestos organometálicos de zinc, los cuales se adicionan nucleofílicamente 

al aldehído correspondiente en presencia de ligandos quirales.4 Uno de los métodos de 

reducción enantioselectiva de cetonas proquirales se basa en el uso del catalizador quiral 

1,2,3-oxazaborolidinas.5 

Una alternativa para la obtención de compuestos enantiopuros es el uso de los procesos 

de biotransformación, la industria farmacéutica ha empleado estos procesos desde la 
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década de los 90´s como parte de sus programas de desarrollo de nuevos principios 

activos.2 

En estudios previos se ha demostrado la capacidad de Nocardia corallina para oxidar 

alcoholes secundarios quirales6 de manera estereoselectiva;7 sin embargo al efectuar la 

oxidación enantioselectiva del racemato 4-(clorofenil)fenilmetanol,8 se observó que 

también se lleva a cabo la reducción de la 4-clorobenzofenona formada, la cual se ha 

utilizado como intermediario para la síntesis de algunos fármacos como por ejemplo el 

antihistamínico Cetirizina. 

Con estos resultados se planteó estudiar la reducción de cetonas con Nocardia corallina, 

con sustratos que tuvieran en su estructura química un grupo fenilo unido en posición alfa 

al carbonilo, por lo que se seleccionó al 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) y al éster 3-

oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) como materias primas, los cuales son intermediarios 

para las síntesis de Clopidogrel (antiagregante plaquetario) y de Fluoxetina 

(antidepresivo) respectivamente. 

Por lo anterior fue necesario estudiar las condiciones que permitieran demostrar la actividad 

reductora de este microorganismo con los sustratos mencionados, para obtener alcoholes 

secundarios enantioméricamente enriquecidos a partir de cetonas proquirales, lo que 

sería una nueva aplicación para este microorganismo, usando como sustrato modelo a 

la propiofenona (3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3 

 

2. ANTECEDENTES 

 

Los sistemas biológicos son muy selectivos y a nivel metabólico discriminan compuestos 

con diferencias estereoquímicas. Existen moléculas que tienen la misma cantidad de 

átomos y secuencia de enlaces pero cuya actividad biológica es diferente en la manera 

como se orientan en el espacio, la cual influye directamente en cómo la molécula 

interactúa con el receptor.9 

 

2.1. Obtención de alcoholes secundarios 

Los agentes reductores más empleados para reducir cetonas para la obtención de 

alcoholes secundarios son el hidruro de litio y aluminio (LiAlH4) y el borohidruro de sodio 

(NaBH4), pero se utiliza al NaBH4 debido a su seguridad, se evita la reacción de 

sobrerreducción (paso de un carbinol a metileno) y por su fácil manejo. El NaBH4 es un 

sólido blanco cristalino, termoestable e higroscópico y puede usarse en solución acuosa 

o en alcohol,10 con rendimientos altos del producto. El LiAlH4, es un agente reductor más 

reactivo que el NaBH4, capaz de reducir prácticamente todos los grupos funcionales 

reducibles por lo que es muy difícil aplicarlo para la reducción selectiva de moléculas 

multifuncionales.11 

Los alcoholes quirales son intermediarios importantes en química fina y en la industria 

farmacéutica.12 Estos pueden ser producidos por la oxidación enantioselectiva de 

alcoholes racémicos, hidrólisis de ésteres o por biorreducción de cetonas proquirales. La 

reducción enzimática de cetonas se lleva a cabo por medio de oxidorreductasas y se ha 

convertido en un proceso eficaz para la preparación de alcoholes enantioméricamente 

enriquecidos, hidroxiésteres o hidroxiácidos.13 

 

2.2. Enzimas 

Un catalizador es una sustancia que aumenta la rapidez o velocidad de una reacción 

química, sin verse alterada ella misma en el proceso global. La mayor parte de los 

catalizadores biológicos, aunque no todos ellos, son enzimas cuya naturaleza es proteica 

e intervienen en la regulación química de las células y organismos. La clasificación más 

aceptada de las enzimas fue realizada por la Comisión de Enzimas de la Unión 
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Internacional de Biología Molecular y Bioquímica quien las clasificó en seis grupos, de 

acuerdo con el sustrato específico sobre el cual actúan14,15 (Tabla 1). Se ha estimado que 

cerca del 44% de las biotransformaciones industriales usan hidrolasas, seguido por las 

oxidorreductasas con un 30%.2 

 

Tabla 1. Clasificación de enzimas 

Clase Reacción catalizada 

Oxidorreductasas Oxidación-reducción. Transferencia de electrones (iones hidruro 

o átomos de H) 

Transferasas Transferencia de grupos funcionales de una molécula a otra 

Hidrolasas Reacciones de hidrólisis  

Liasas Adición de grupos a dobles enlaces, o formación de dobles 

enlaces por eliminación de grupos 

Isomerasas Transferencia de grupos dentro de moléculas dando formas 

isoméricas 

Ligasas Formación de enlaces C-C, C-S, C-O y C-N mediante reacciones 

de condensación acopladas a la rotura del ATP 

 

La actividad de algunas enzimas depende sólo de su estructura como proteínas, mientras 

que otras necesitan, además uno o más componentes no proteicos, llamados cofactores. 

El cofactor puede ser un ion metálico o bien una molécula orgánica llamada coenzima, 

algunas enzimas necesitan de ambos. El complejo enzima-cofactor catalíticamente activo 

recibe el nombre de holoenzima y cuando se separa del cofactor, la enzima restante, que 

por sí misma es inactiva catalíticamente, se designa con el nombre de apoenzima.15 

Las enzimas o biocatalizadores tienen la capacidad de realizar transformaciones 

químicas específicas que se llevan a cabo en condiciones suaves, a temperaturas de 20 

a 40°C, con un pH entre 5 y 8, son totalmente biodegradables16 y valoradas por sus 

habilidades intrínsecas para unir sustratos orgánicos y catalizar reacciones debido a la 

alta especificidad y selectividad de las interacciones entre el sitio activo de la enzima y el 

sustrato. Durante los últimos años se han desarrollado diferentes reacciones 

biocatalíticas que han sido muy útiles, entre las cuales se incluyen una variedad de 
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oxidaciones, reducciones, hidrólisis y unión de enlaces C-C para convertir moléculas 

quirales y obtener productos ópticamente puros en procesos asimétricos,17 minimizando 

de ésta manera los problemas de obtención de otros subproductos y reacciones no 

deseadas.16 

 

2.3. Biotransformaciones 

Hoy en día, la industria busca desarrollar procesos que sean económicamente viables, 

rentables y escalables con pérdidas mínimas.16 Además, desarrollar herramientas 

biotecnológicas que formen parte de procesos limpios y eficientes energéticamente para 

la prevención, control y disminución de la contaminación ambiental.18 En estos procesos, 

las biotransformaciones han llegado a ser una alternativa ideal, que ha sido aceptada 

ampliamente en la industria farmacéutica y de química fina, especialmente en la 

obtención de moléculas quirales para utilizarlas como principios activos farmacéuticos.16 

Las biotransformaciones se definen como todo proceso por el cual un compuesto es 

modificado mediante reacciones catalizadas por enzimas, puras o parcialmente 

purificadas, en forma libre, inmovilizadas o como células completas.19 Estas 

transformaciones se desarrollan en condiciones suaves de temperatura, pH y presión, 

teniendo subproductos mínimos con menos contaminación ambiental, debido a que se 

disminuyen los disolventes usados a comparación de la síntesis convencional, ya que en 

general se llevan a cabo en un medio acuoso;16 lo cual da como resultado una química 

“verde” amigable con el medio ambiente que es más noble que la síntesis química 

convencional.2 

Si el proceso de conversión química de la sustancia se lleva a cabo con la ayuda de una 

enzima libre o inmovilizada, se emplea el término biocatálisis, sin embargo si se lleva a 

cabo con la ayuda de una célula completa conteniendo la enzima necesaria, se habla de 

biotransformación.20 

En las biotransformaciones que utilizan microorganismos se pueden desarrollar síntesis 

selectivas, las enzimas contenidas en las células microbianas son estables por más 

tiempo comparadas con las aisladas, ya que dentro de la célula están protegidas del 

ambiente externo. Sin embargo el sistema de células enteras tiene ciertos 

inconvenientes, como el uso de equipo costoso, reacciones no deseadas causadas por 
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los productos de degradación durante el crecimiento celular, el manejo de grandes 

volúmenes del medio y baja productividad, debido a que los sustratos que se desea 

biotransformar pueden ser tóxicos para el microorganismo siendo tolerados de manera 

general a concentraciones entre el 0.1 y el 0.3 %.16 

 

2.3.1. Biorreducciones 

Las enzimas oxidorreductasas comprenden una larga clase de enzimas que catalizan 

simultáneamente reacciones de oxidación y de reducción,21 por ejemplo las 

deshidrogenasas, reductasas, oxidasas, peroxidasas, oxigenasas, hidroxilasas, entre 

otras.  

Las enzimas reductasas catalizan la conversión regio- y estereoselectiva de una amplia 

gama de cetonas y de algunos aldehídos a alcoholes quirales que son de gran interés 

como intermediarios en síntesis, por lo que estas enzimas tienen una amplia aplicación 

en el campo de las biotransformaciones y han sido utilizadas industrialmente, ya sea 

como enzimas aisladas o con las células completas.22 

En sistemas donde se emplean células completas, la especificidad del sustrato de la 

reacción viene determinada por la reductasa de la célula.23 

Al ser enzimas intracelulares (reductasas), dependen del cofactor dinucleótido de 

nicotinamida adenina NAD(P)H para suministrar el equivalente de hidruro, necesario para 

la biorreducción, consumiéndose en cantidades equimoleculares respecto al sustrato a 

reducir, lo cual implica que la regeneración del cofactor puede volver al proceso 

económicamente inviable con enzimas libres sin regeneración del cofactor (el precio 

aproximado de 1 mol de NADH es de 106 dólares y el de 1 mol de NADPH 105 dólares).24 

Es por ello que se suelen utilizar células enteras como biocatalizadores ya que su propio 

metabolismo celular se encarga de la regeneración del cofactor; el proceso resulta, por 

lo tanto, mucho más ventajoso desde el punto de vista económico, no solo por este hecho, 

sino también porque se reducen los costos implicados en el aislamiento y purificación de 

la enzima. El problema es que dentro de las células suele haber más de una enzima que 

cataliza el proceso, obteniéndose en algunos casos bajos excesos enantioméricos (ee).22 

Durante el curso de la reacción (Figura 1) el hidruro del cofactor de nicotinamida se 

transfiere a través de la cara re o la cara si de la cetona para originar el alcohol (S) o el 
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(R) respectivamente. En la mayoría de los casos, el curso estereoquímico de la reacción 

puede predecirse por el tamaño relativo de los sustituyentes (p, pequeño; G, grande) del 

carbono sp2 de la cetona, en lo que se conoce como la regla de Prelog.25 

 

 

 

Figura 1. Mecanismo de reducción enzimática 

 

2.3.1.1. Papel del dinucleótido de nicotinamida adenina en el metabolismo 

La principal fuente de electrones para la biosíntesis reductora es el NADPH, el 

dinucleótido de nicotinamida y adenina fosfato (reducido). El NADP+ y el NADPH, son 

similares al NAD+ y al NADH (Figura 2) respectivamente, solo que los primeros tienen un 

grupo fosfato adicional esterificado en C-2’ en el grupo adenilato.  

El NAD+ y el NADP+ son equivalentes en su tendencia termodinámica a aceptar 

electrones, ya que poseen potenciales estándar de reducción iguales. Sin embargo, las 

enzimas ligadas a los nucleótidos de nicotinamida que actúan normalmente en una 

dirección catabólica utilizan el par NAD+-NADH, mientras que las que actúan 

principalmente en rutas anabólicas utilizan NADP+-NADPH, por lo que las enzimas 

ligadas a los nucleótidos de nicotinamida que oxidan sustratos (deshidrogenasas) suelen 

emplear al NAD+ como cofactor, mientras que las enzimas que reducen sustratos 

(reductasas) emplean como cofactor generalmente NADPH, el cual se sintetiza a partir 

del NADP+ en la ruta de las pentosas fosfato, o a partir del NADH mediante la acción de 
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la transhidrogenasa mitocondrial ligada a la energía. El NADP+ se sintetiza a partir del 

NAD+ por una quinasa dependiente de ATP.14 

 

 
Figura 2. Reacción de reducción-oxidación del dinucleótido de nicotinamida adenina 

 

2.4. Actinomicetales 

Para el éxito del desarrollo de los bioprocesos es un prerrequisito el estudio de la 

eficiencia y costo efectividad de cultivos de microorganismos ya que éstos son la mayor 

fuente de enzimas. Las bacterias y hongos se utilizan para varias aplicaciones como la 

obtención de: metabolitos secundarios, productos químicos, genes para ingeniería 

metabólica, fabricación de biocombustibles, resolución de mezclas racémicas, evaluación 

ambiental de los compuestos, entre otras.16 

El orden de los Actinomycetales comprende un grupo de bacterias que tienden a formar 

filamentos y a ramificarse; algunas familias desarrollan micelios a partir de filamentos, 

mientras que otras presentan filamentos cortos como sucede con la familia 

Mycobacteriaceae. Los filamentos al fragmentarse, toman formas cocoides, o adquieren 

la forma de difteroides. Otras familias se caracterizan por formar verdaderas esporas, que 

pueden ser únicas o presentarse en pares o en cadenas, las familias de los actinomicetos 

son:26 

Famila I. Actinomycetaceae 

Familia II. Mycobacteriaceae 

Familia III. Frankiaceae 
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Familia IV. Actinoplanaceae 

Familia V. Dermatophilaceae 

Familia VI. Nocardiaceae 

Familia VII. Streptomycetaceae 

Familia VIII. Micromonosporaceae 

 

2.4.1. Nocardia 

El género Nocardia, pertenece a la familia Nocardiaceae, clase de los actinomicetos y 

son bacterias superiores que en muchas características se asemejan a los hongos e 

incluye más de 50 especies, y por lo menos 33 causan enfermedad en los seres 

humanos.27 

Esta bacteria fue descrita por Edmon Nocard en 1888 a partir de una infección de 

bovino,28 se distribuye geográficamente a nivel mundial, es considerada saprófita en agua 

dulce y salada, suelo, materia orgánica en descomposición y heces fecales de animales, 

es miembro común de la flora del suelo, siendo éste su hábitat preferencial, constituyendo 

hasta un 25 % de la microflora edáfica en zonas áridas,29 desempeña un papel activo en 

la descomposición de la materia orgánica y no forma parte de la flora normal del hombre 

o de otros animales.30,31 

Son bacilos aerobios estrictos, inmóviles, gram-positivos, parcialmente ácido-resistentes, 

con pocas exigencias nutricionales, cuyo crecimiento es lento en la mayoría de los medios 

no selectivos (48-72 h) a 35°C,28 en los cuales toleran un pH entre 6.5 y 9.29 Las colonias 

son de aspecto variable dependiendo del medio y tiempo de incubación, tienen olor 

característico a tierra húmeda, y pueden observarse como tiza blanca, salmón, rosa o 

café.28 Una característica morfológica distintiva es la formación de grandes micelios 

ramificados que se fragmentan en formas cocoides y bacilares, esta fragmentación 

constituye el modo de multiplicación de la bacteria. Las pruebas bioquímicas de hidrólisis 

de xantina, hipoxantina, tirosina, caseína, así como las pruebas de descomposición de 

urea y resistencia a la lisozima permiten la diferenciación de las especies patógenas de 

Nocardia más importantes a nivel clínico (N. asteroides, N. brasiliensis y N. 

otitidiscaviarum), sin embargo estas técnicas no permiten diferenciar el complejo de N. 

asteroides de otras Nocardias no patógenas (N. camea) o de especies de otros géneros 
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tales como Mycobacterium, Rhodococcus, Gordonia y Tsukamurella. Actualmente, la 

definición de las especies de la familia Nocardiaceae se basa fundamentalmente en la 

información filogenética molecular dada por la secuencia génica del ARN ribosomal 16S 

y del gen hsp65.28,29 

Muchos de los productos naturales microbianos de importancia económica se obtienen a 

partir de los actinomicetos, después de los antibióticos, las enzimas son sus productos 

más importantes, las cuales son ampliamente utilizadas en la industria farmacéutica, 

textil, en terapia médica, química biorgánica y biología celular.26 

 

En particular Nocardia corallina B-276, es de interés biotecnológico ya que ha mostrado 

tener la carga enzimática adecuada para biotransformar tanto sustratos 

macromoleculares, como moléculas pequeñas de manera selectiva,32 teniendo actividad 

enzimática de nitrilo hidratasa en células suspendidas, tanto con nitrilos aromáticos como 

con nitrilos alifáticos.33 Además es un microorganismo capaz de resolver alcoholes 

quirales vía oxidación enantioselectiva, biotransformando a uno de los enantiómeros a la 

cetona correspondiente, como es el caso de ariletilcarbinoles y dietilcarbinoles, donde 

tiene preferencia por el enantiómero (S), resolviendo así el enantiómero (R) con buenos 

excesos enantioméricos (>99 %ee) dependiendo del sustrato.7,34 Posee un 

multicomponente enzimático, alqueno monoxigenasa (AMO), que cataliza la epoxidación 

estereoespecífica de alquenos para dar principalmente enantiómeros (R).35 Kato y 

colaboradores reportaron la reducción de benzoato a alcohol bencílico por Nocardia 

asteroides JCM 3016.36 
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2.5. Fármacos quirales 

Al tener una distribución espacial diferente, los enantiómeros de un fármaco quiral se 

relacionan también de manera diferente con su diana molecular, ya que ésta es una 

estructura quiral tridimensional capaz de distinguir los enantiómeros e interactuar con 

ellos de forma diferente, lo cual puede causar que cada enantiómero tenga distinta 

actividad farmacodinámica y diferentes propiedades farmacocinéticas; por ejemplo, un 

enantiómero puede tener actividad farmacológica terapéutica y el otro no tenerla, estar 

disminuida o tener actividad tóxica.9 El ejemplo más significativo es el de la talidomida 

(Figura 3), ya que el enantiómero (S) resultó ser un potente teratogénico fetal, como se 

observó con los niños nacidos en los años 50 con focomegalia, mientras que el 

enantiómero (R) tiene actividad sedante.37 

 

 

Figura 3. Enantiómeros de la talidomida 
 

En 1987 la FDA formuló un grupo de pautas a seguir en la presentación de nuevas 

solicitudes de medicamentos cuando fue abordado directamente el tema de la 

estereoquímica en la fabricación de principios activos, mismas que se publicaron 

finalmente en 1992 y estipulaban que la acción de cada enantiómero de un producto 

farmacéutico debería ser caracterizada individualmente. Esta regulación llegó a ser el 

principal motivo para los investigadores y compañías farmacéuticas para buscar procesos 

químicos o bioquímicos que dieran lugar a compuestos enantioméricamente puros.38 

En la actualidad la industria química ha ido desarrollando nuevos métodos de síntesis 

enzimática y de fermentación, para obtener aminoácidos, aminoalcoholes, alcoholes, 

aminas y epóxidos enantioméricamente puros como intermediarios para la industria 
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farmacéutica y agroquímica, donde se requieren grandes cantidades de compuestos con 

un alto grado de pureza.38 

En los casos en los que uno de los enantiómeros no tiene actividad o es menor con 

respecto al otro, es común que sean distribuidos comercialmente como una mezcla 

racémica. Por otro lado, usar el enantiómero puro activo en vez de la mezcla racémica 

puede presentar diferentes ventajas, como un perfil farmacocinético menos complejo, 

mayor afinidad y potencia, menores interacciones con otros fármacos e incluso menores 

efectos adversos.9 

 

2.5.1. Clopidogrel 

El clopidogrel es el fármaco más vendido a nivel mundial administrado a pacientes 

arterioescleróticos,39 es usado ampliamente para la prevención y tratamiento de infarto al 

miocardio y enfermedades cerebrovasculares40 con ventas mundiales de 10 billones de 

dólares por año,41 el mecanismo por el cual actúa se lleva a cabo por inhibición de los 

mecanismos ADP-dependientes inhibiendo así la agregación plaquetaria.42 Es un 

miembro del grupo de las tienopiridinas, fármacos antiplaquetarios, es un éster 

carboxílico que contiene un carbono quiral.43 El enantiómero (S) (Figura 4) tiene actividad 

antiplaquetaria, mientras que su enantiómero (R) carece de actividad y a dosis más altas 

puede provocar convulsiones en ratones40 esto implica que el contenido del enantiómero 

(R) debe ser controlado cuidadosamente en los productos farmacéuticos.43 El clopidogrel 

es inactivo in-vitro por lo que es necesaria una biotransformación hepática para que se 

exprese la actividad antiagregante del fármaco.44 
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Figura 4. (S)-clopidogrel 

 

2.5.1.1. 2-cloromandelato de metilo (1A) 

Tanto el ácido (R)-2-cloromandélico como el 2-cloromandelato de metilo (1A) (Figura 5) 

con configuración (R), son sintones quirales clave para la síntesis del (S)-clopidogrel.39 

El ácido (R)-2-cloromandélico puede ser obtenido de su mezcla racémica a través de una 

cristalización diasteromérica o por la hidrólisis enantioselectiva de sus correspondientes 

nitrilos45,46 y ésteres racémicos.47 El (R)-2-cloromandelato de metilo se ha producido por 

reducción asimétrica del 2-clorobenzoilformiato de metilo con microorganismos como la 

E. coli recombinante.48 

 

 

 
Figura 5. 2-cloromandelato de metilo (1A) 
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2.5.2. Fluoxetina 

La mayoría de los antidepresivos ejercen efectos importantes en el metabolismo de los 

neurotransmisores (monoaminas) y de sus receptores, en particular noradrenalina y 

serotonina.49 La fluoxetina está indicada para el tratamiento de la depresión, ansiedad, 

dolor crónico y bulimia50 así como también ha sido utilizada para pacientes con trastorno 

bipolar y ataques de pánico.51 La fluoxetina se clasifica como inhibidor selectivo de la 

recaptación de la serotonina.49 

Químicamente es un aminoalcohol quiral con dos estereoisómeros que presentan la 

misma actividad de inhibidor selectivo de la recaptación de la serotonina con igual 

potencia tanto in-vitro como in-vivo. El enantiómero (R) es menos benéfico que su mezcla 

racémica ya que aumenta sus efectos adversos, sin embargo, in-vivo, el enantiómero (S) 

de la fluoxetina (Figura 6) tiene una duración ligeramente mayor que el enantiómero (R).52 

En el humano, su metabolismo es fuertemente dependiente del citocromo P450 

(CYP2D6). La principal vía metabólica es la N-desmetilación a norfluoxetina;53 los 

principales metabolitos de la fluoxetina son: norfluoxetina, fluoxetina, conjugados de 

norfluoxetina y ácido hipúrico, juntos pueden sumar el 95% de la dosis administrada. La 

concentración en plasma de la norfluoxetina es comparable con la de fluoxetina en el 

estado estacionario, sin embargo el metabolito de la (S)-fluoxetina, la (S)-norfluoxetina, 

es igual de efectivo que la (S)-fluoxetina, mientras que la (R)-norfluoxetina es un inhibidor 

débil.52 

 

 
Figura 6. (S)-fluoxetina 
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2.5.2.1. 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A) 

Los β-hidroxiésteres son sintones importantes en síntesis orgánica, actualmente los 

métodos biocatalíticos para obtener estos compuestos han recibido gran atención, el 3-

hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A) (Figura 7), es un intermediario farmacéutico 

importante para la síntesis de fluoxetina, este sintón quiral se puede obtener por 

biorreducción enantioselectiva del 3-oxo-3-fenil-propanoato de etilo (2).50 

 

 
Figura 7. 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A) 

 

2.5.2.2. 1-fenil-1-propanol (3A) 

A nivel farmacológico el 1-fenil-1-propanol o carbicol (Figura 8), tiene actividad colerética 

(estimula la expulsión de la bilis retenida en la vesícula)34 y es usado como intermediario 

para la síntesis de fluoxetina.54 Además es un importante intermediario quiral usado para 

la síntesis de compuestos quirales más complejos con un alto valor comercial, por 

ejemplo, su enantiómero (S) Sigma-Aldrich lo vende actualmente a $3,626.00 pesos por 

mL y el (R) a $3,789.00 pesos,55 tiene fragancia floral y un efecto balsámico por lo que 

es usado en perfumería y como aditivo alimentario, permitido en la adición directa en 

comida para consumo humano. Se le puede encontrar presente en la cerveza de mijo.56 

 

 
Figura 8. 1-fenil-1-propanol (3A) 
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2.6. Separaciones quirales por Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución 

La cromatografía es un método muy empleado para la separación, identificación y 

determinación de los componentes de una mezcla que pasa a través de una fase 

estacionaria mediante una fase móvil, la separación se basa en las diferentes velocidades 

de migración entre los componentes de la fase móvil.57 

Los procesos de separación de enantiómeros involucran el uso de cromatografía de 

gases, cromatografía de fluidos supercríticos y cromatografía de líquidos de alta 

resolución siendo ésta la más ampliamente utilizada.51 

La separación cromatográfica de enantiómeros puede ser de dos formas, por separación 

directa, que está basada en la formación de complejos diastereoméricos lábiles con un 

agente quiral complejo en la fase móvil o estacionaria; o por separación indirecta, la cual 

está basada en la formación de derivados de diasteroisómeros con enlaces covalentes 

entre el soluto y un reactivo ópticamente activo antes de la separación cromatográfica.58 

En el transcurso de las últimas décadas se han descrito un gran número de fases 

estacionarias quirales y algunas son comercialmente accesibles. Entre ellas, las que han 

tenido gran aplicación por su estabilidad, eficiencia y su capacidad de resolución son las 

que se componen de polisacáridos y proteínas. 

Las fases estacionarias de polisacáridos están preparadas con capas de derivados de 

celulosa o amilosa (acetatos, benzoatos o carbamatos) en una matriz de sílica gel 

pretratada y pueden ser usadas como fase normal o reversa. El principal sitio quiral 

adsorbente de los acetatos y benzoatos es su grupo carbonilo polar, el cual interactúa 

con los racematos a través de puentes de hidrógeno e interacciones dipolo-dipolo. En los 

carbamatos, el soluto puede interaccionar con el grupo C=O a través de interacciones 

dipolo-dipolo y con el grupo NH a través de puentes de hidrógeno.59 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En los últimos años, la obtención y separación de principios activos enantioméricamente 

puros, ha cobrado una creciente importancia debido al gran número de ventajas frente al 

empleo de mezclas racémicas. Esto ha llevado al desarrollo y mejoramiento de métodos 

de identificación y obtención de compuestos enantiopuros, actualmente 134 procesos 

industriales utilizan la biotransformación como medio de producción y el 55% de éstos 

corresponde al sector farmacéutico. De esta forma la biotransformación ha resultado una 

herramienta útil en síntesis orgánica debido a que las reacciones no sólo son 

regioespecíficas y estereoselectivas, sino que también se pueden ser estereoespecíficas, 

mediante el empleo de sistemas biológicos (células microbianas, vegetales o animales o 

sus enzimas aisladas). Por lo cual se estudió la reducción enantioselectiva del 2-

clorobenzoilformiato de metilo (1) y el 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) los cuales son 

intermediarios para las síntesis de Clopidogrel (antiagregante plaquetario) y de Fluoxetina 

(antidepresivo) respectivamente, usando como modelo previo a la propiofenona (3) con 

células de Nocardia corallina. 

 

 

4. HIPÓTESIS 

Es posible obtener los productos de las reducciones enantioselectivas del 2-

clorobenzoilformiato de metilo (1) y del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) utilizando 

diferentes relaciones sustrato:células húmedas de Nocardia corallina B-276. 
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5. OBJETIVO GENERAL 

Reducir el 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) y el 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) 

mediante su biotransformación con células de Nocardia corallina B-276. 

 

5.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Sintetizar el 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) y el 3-oxo-3-fenilpropanoato de 

etilo (2) y sus respectivos alcoholes, (1A) y (2A). 

2. Caracterizar por IR y RMN (1H, 13C) las cetonas y los alcoholes secundarios. 

3. Desarrollar el método analítico que permita el seguimiento de las 

biotransformaciones con Nocardia corallina de las materias primas (cetonas) y de 

los productos (alcoholes secundarios). 

4. Estudiar la reducción del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1), del éster 3-oxo-3-

fenilpropanoato de etilo (2) y de la propiofenona (3) con células aisladas de 

Nocardia corallina B-276, utilizando diferentes relaciones de sustrato:células 

húmedas en solución amortiguadora de fosfatos a pH 7.0. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1. Instrumentos y Equipos 

1. Espectrofotómetro de infrarrojo (IR) Perkin-Elmer Paragon 1600 FT, FT-IR 

System. 

2. Resonancia magnética nuclear (RMN) Varian Mercury DMX400 de 400 MHz y 

Agilent DD2 600MHz con OneNMRProbe. 

3. Cromatógrafo de líquidos de alta resolución (CLAR) Agilent 1100 con detector de 

UV/visible de arreglo de diodos. 

4. Cromatógrafo de gases Hewlett-Packard HP 6890 equipado con un detector de 

ionización de flama, usando N2 como gas acarreador. 

5. Agitador rotatorio REVCO. 

6. Centrífuga IEC centra MP4 International Equipment Company.  

7. Autoclave Metron. 

8.  Campana de flujo laminar VLF6 Misonix. 

 

 

6.2. Insumos Químicos 

Las materias primas, propiofenona (3), 1-fenil-1-propanol (3A) y cloruro de 

benciltrietilamonio se adquirieron de Sigma Aldrich, el ácido 2-cloromandélico, ácido (R)-

2-cloromandélico de Alfa Aesar, el 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) de Merck, los 

reactivos y disolventes utilizados para las síntesis fueron grado reactivo (J.T. Baker, 

Aldrich y Merck), los reactivos para el crecimiento de Nocardia corallina de Bioxon y 

Merck, los disolventes grado CLAR de Tecsiquim y J.T. Baker, sílica gel para columna 

flash (200-400 mm) de Merck.  
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6.3. Síntesis Química 

Se sintetizaron las siguientes materias primas: La cetona (1) y los alcoholes (1A, 2A) con 

la finalidad de desarrollar los métodos analíticos y utilizarlos como referencia para las 

biotransformaciones. 

Para la síntesis del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) (Figura 9), se esterificó el ácido 

2-cloromandélico y el ácido (R)-2-cloromandélico, con el cual se desarrolló el método 

CLAR para identificar el tiempo de retención de este enantiómero, en la reducción de (1). 

 

6.3.1. Obtención del 2-cloromandelato de metilo (1A) 

En un matraz balón de 50 mL se pesaron 280 mg (1.5 mmol) del ácido 2-cloromandélico, 

se adicionaron 10 mL de metanol (MeOH) y 4 gotas de ácido sulfúrico (H2SO4 conc.). La 

mezcla se calentó a reflujo por 24 h, la reacción se monitoreó por Cromatografía en Capa 

Fina (CCF). Cuando la materia prima se consumió por completo, el disolvente se evaporó 

a presión reducida, se neutralizó el H2SO4 con solución saturada de bicarbonato de sodio 

(NaHCO3), se extrajo el producto con cloruro de metileno (CH2Cl2) (3 x 20 mL), se secó 

con sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) y se evaporó el disolvente a presión reducida.44  El 

producto se caracterizó por IR y RMN (1H y 13C).  

 

6.3.1.1. Obtención del (R)-2-cloromandelato de metilo 

En un matraz balón de 50 mL se pesaron 17.2 mg (0.09 mmol) del ácido (R)-2-

cloromandélico, se adicionaron 10 mL de metanol (MeOH) y 4 gotas de ácido sulfúrico 

(H2SO4 conc.). La mezcla se calentó a reflujo por 24 h, la reacción se monitoreó por 

Cromatografía en Capa Fina (CCF). Cuando la materia prima se consumió por completo, 

el disolvente se evaporó a presión reducida, se neutralizó el H2SO4 con solución saturada 

de bicarbonato de sodio (NaHCO3), se extrajo el producto con cloruro de metileno 

(CH2Cl2) (3 x 20 mL), se secó con sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) y se evaporó el 

disolvente a presión reducida.44  El producto se caracterizó por IR y RMN (1H y 13C). 

 

6.3.2. Obtención del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) 

La síntesis del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1), se realizó por dos métodos (A y B): 
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Método A. En un matraz Erlenmeyer de 125 mL se pesaron 50 mg (0.25 mmol) del 2-

cloromandelato de metilo (1A), se disolvieron en 1 mL de acetato de etilo (AcOEt) y 2 mL 

de hipoclorito de sodio (NaOCl) al 10%, se adicionó una pizca de cloruro de 

benciltrietilamonio (C6H5CH2N(Cl)(C2H5)3) como catalizador de transferencia de fase. La 

mezcla se agitó por 24 h a temperatura ambiente, el crudo de reacción se extrajo con 

AcOEt (3 x 1.5 mL), se secó con sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) y se evaporó el 

disolvente a presión reducida,60 el residuo se purificó por cromatografía en columna con 

sílica gel con una mezcla eluyente hexano:acetato de etilo (90:10), las fracciones se 

analizaron por IR. 

  

Método B. Preparación del reactivo de Jones. En un matraz Erlenmeyer de 250 mL, con 

5mL de H2SO4 conc. se le adicionaron lentamente 5 g (0.05 mol) de óxido de cromo VI 

(CrO3) y se agregaron cuidadosamente 15 mL de agua destilada. 

Se pesaron en un matraz bola de 50 mL 21.3 mg (0.106 mmol) de 2-cloromandelato de 

metilo, con agitación y baño de hielo se adicionó gota a gota el reactivo de Jones hasta 

que la mezcla tuvo una coloración naranja constante, se retiró el baño de hielo y se agitó 

1 h, monitoreando la reacción por Cromatografía en Capa Fina (CCF). Se adicionaron 5 

mL de solución de hidróxido de sodio (NaOH) 2 M hasta que ya no se observó la 

formación de precipitado. El crudo de reacción se extrajo con éter etílico (3 x 5 mL), se 

secó con Na2SO4 anhidro y se evaporó el disolvente a presión reducida.61 El residuo se 

purificó por cromatografía en columna con sílica gel con una mezcla eluyente de 

hexano:acetato de etilo (90:10). Las fracciones se analizaron por IR y el producto por 

RMN 1H y RMN 13C. 
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Figura 9. Síntesis del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) 

 

6.3.3. Obtención del 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A) 

La síntesis del 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A) (Figura 10) se realizó con 

borohidruro de sodio (NaBH4) por dos procedimientos de aislamiento, A y B. 

A.62 En un matraz de dos bocas de 50 mL se pesaron 60 mg (0.31 mmol) de 3-oxo-3-

fenilpropanoato de etilo (2) y se disolvieron en 5 mL de MeOH bajo atmósfera de 

nitrógeno. Se adicionaron lentamente 19 mg (0.5 mmol) de NaBH4, la mezcla de reacción 

se mantuvo en agitación con atmósfera de nitrógeno a 0-5°C por 1 h; se le agregaron 5 

mL de solución saturada de NaCl y se agitó por 10 min más a temperatura ambiente. La 

mezcla fue diluida con la adición de 2.5 mL de AcOEt y 2.5 mL de agua destilada. Se 

separó la fase orgánica, y la fase acuosa se extrajo con CH2Cl2 (3 x 5 mL), las fases 

orgánicas se lavaron con 5 mL de solución saturada de NaCl, se secaron con Na2SO4 

anhidro, y se evaporó el disolvente a presión reducida, el residuo se purificó por 

cromatografía en columna con sílica gel con una mezcla eluyente hexano:acetato de etilo 

(80:20). Las fracciones se analizaron por IR. 
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B.63 En un matraz Erlenmeyer de 50 mL se pesaron 60 mg (0.31 mmol) de (2), se 

adicionaron 5 mL de EtOH y 19 mg (0.5 mmol) de NaBH4, la mezcla se mantuvo en 

agitación constante monitoreando la reacción por Cromatografía en Capa Fina (CCF). La 

mezcla de reacción se aciduló con HCl 10% hasta pH ligeramente ácido, se agregaron 

10 mL de agua fría con agitación, el crudo de reacción se extrajo con CH2Cl2 (3 x 5 mL); 

se secó con Na2SO4 anhidro y se evaporó el disolvente a presión reducida. El residuo se 

purificó por cromatografía en columna con sílica gel con una mezcla eluyente 

hexano:acetato de etilo (80:20). Las fracciones se analizaron por IR y el producto por 

RMN 1H y RMN 13C. 

 

 
Figura 10. Obtención del 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A) 

 

6.4. Métodos analíticos por Cromatografía de Gases (CG) y Cromatografía de 

Líquidos de Alta Resolución (CLAR) 

Se pesaron 5 mg de los compuestos estudiados, se disolvieron en 1 mL de isopropanol 

CLAR y las muestras se filtraron por membrana de nailon de 0.20 µm. 

Se desarrollaron los métodos analíticos de los compuestos por cromatografía de gases 

(CG), para calcular la relación de alcohol/cetona de las biotransformaciones y por 

cromatografía de líquidos de alta resolución (CLAR) para calcular el exceso 

enantiomérico (ee). 
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6.4.1. Desarrollo de los métodos analíticos del 2-cloromandelato de metilo (1) y 2-

clorobenzoilformiato de metilo (1A) 

Para CG se probaron diferentes condiciones con una columna SupelcowaxTM-10, inyector 

y detector a 250°C con flujo de 1 mL/min a diferentes temperaturas del horno, 180, 190, 

200, 210, 220 y 230°C. 

Para CLAR60 con una columna quiral Chiralcel OD (25.0 x 0.46 cm L X ID), fase móvil 

hexano:isopropanol (90:10), a diferentes λ: 220, 215, 235, 245 y 254 nm y flujos de 0.6, 

0.8 y 1.0 mL/min y con volumen de inyección de 5 µL a 25°C. 

 

6.4.2. Desarrollo de los métodos analíticos del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) 

y 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A) 

Para CG se probaron varias condiciones con diferentes columnas: SupelcowaxTM-10; HP-

5; Gamma-DexTM120 y SPBTM-50, varios flujos y temperaturas. 

Condiciones para la columna SPBTM-50, flujo de 1 mL/min con una rampa de temperatura 

iniciando desde 40°C y aumentándola 10°C/min hasta los 210°C, manteniéndola durante 

8 min. 

Para CLAR con una columna quiral Chiralcel OD (25.0 x 0.46 cm L X ID), donde se 

probaron varias relaciones de fases móviles con hexano:isopropanol (90:10), (95:5), 

(94:6) y (97:3), a diferentes λ: 210, 215, 220, 230, 254, 270 y 280 nm, con flujo de 1.0 

mL/min con volumen de inyección de 5 µL a 25°C. 

 

6.4.3. Desarrollo de los métodos analíticos para propiofenona (3) y 1-fenil-1-

propanol (3A) 

Para CG se probaron diferentes condiciones con una columna SupelcowaxTM-10, inyector 

y detector a 250°C, temperaturas del horno a 150 y 180°C y flujos de 0.6 y 0.8 mL/min. 

Para CLAR por dos métodos; el primero64 con una columna quiral Chiralcel OB-H (25.0 x 

0.46 cm L X ID), fase móvil hexano:isopropanol (90:10), a λ de 220 y 254 nm, flujo de 0.5 

mL/min con volumen de inyección de 5 µL a 25°C; el segundo método,65 con una columna 

quiral Chiralcel OD (25.0 x 0.46 cm L X ID), fase móvil hexano:isopropanol 97:3, a λ de 

220 y 254 nm, flujo de 0.8 mL/min con volumen de inyección de 5 µL a 25°C. 
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6.5. Obtención de biomasa de Nocardia corallina B-276 

Crecimiento en medio sólido en placas de agar con la siguiente composición, extracto de 

carne 3 g/L, peptona de carne 5 g/L y agar bacteriológico 15 g/L, ajustando el pH a 6.8 

con NaOH al 2%, esterilizando previamente el medio a 15 lb/pulg2 de presión y 120°C 

durante 15 min, el medio se colocó en cajas Petri, se realizó la prueba de esterilidad a 

37°C por 24 h, se sembró la cepa de Nocardia corallina B-276 y se incubó a 28-30°C por 

72-96 h. 

Crecimiento en medio de cultivo líquido con la siguiente composición, extracto de 

levadura 10g/L y glucosa 10 g/L, se ajustó el pH a 8.5 con KOH al 50 % (p/v), se esterilizó 

a 15 lb/pulg2 de presión y 120°C durante 15 min. Se incubó con bacterias de Nocardia 

corallina y se incubó a 28-30°C agitando a 150 rpm por 96 h. 

Después del tiempo de incubación, las células se separaron del medio líquido por 

centrifugación a 4500 rpm por 15 min, se decantó el sobrenadante y se tomó el pH de 

éste. Las células obtenidas se lavaron dos veces con solución amortiguadora de fosfatos 

0.1 M a pH 7.0 y centrifugándolas cada vez a 4500 rpm por 15 min. Se pesaron las células 

para cuantificar la biomasa.6 

 

6.6. Biotransformaciones 

Para activar las células de Nocardia corallina B-276 se incubaron en 50 mL de solución 

amortiguadora de fosfatos 0.1 M a pH 7.0 durante 30 min a 28-30°C a 150 rpm, se añadió 

el sustrato en una relación sustrato:células húmedas de 1:500 (p/p), previamente disuelto 

en 0.5 mL de N,N-dimetilformamida, se mantuvo en agitación bajo las mismas 

condiciones a diferentes tiempos de biotransformación. 
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6.6.1. Tratamiento de las muestras 

Se adicionaron a la mezcla de biotransformación 0.3 g de NaCl y se agitó por 20 min más. 

Las células se separaron por centrifugación a 4500 rpm por 15 min. Se extrajo el producto 

del sobrenadante con el disolvente apropiado por triplicado, se secó con Na2SO4 anhidro, 

se filtró y evaporó el disolvente a presión reducida. 

El producto se disolvió en 1 mL de isopropanol grado CLAR, las muestras se filtraron por 

membrana de nailon de 0.20 µm y se colocaron en un vial para su posterior análisis por 

CG y CLAR.6 

 

6.6.2. Control negativo 

Para cada biotransformación se realizaron blancos de células de Nocardia corallina en 

50 mL de solución amortiguadora de fosfatos a pH 7.0 bajo las mismas condiciones de 

biotransformación.6 
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

7.1. Síntesis Química 

 

7.1.1. Obtención del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) 

Se obtuvo el 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) por medio de una ruta sintética de dos 

pasos partiendo del ácido 2-cloromandélico, el primer paso la esterificación y el segundo 

en la oxidación del alcohol secundario, Figura 9. 

Para la esterificación se realizaron cuatro lotes (Tabla 2), obteniendo el mayor 

rendimiento de 97.3% en el lote tres. 

 

Tabla 2. Síntesis del 2-cloromandelato de metilo (1A) 

Lote 
ác. 2-cloromandélico 

g/(mmol) 

MeOH 

mL/(mmol) 

Tiempo 

(h) 

Producto 

g/(mmol) 

Rendimiento 

 (%) 

1 0.28/1.5 10/247.1 24 0.265/1.32 90.0 

2 0.5/2.7 20/494.2 24 0.484/2.4 91.9 

3 1.5/8.04 60/1482.7 24 1.538/7.67 97.3 

4 1.0/5.36 40/988.5 24 0.846/4.22 81.7 

 

Para la oxidación del alcohol 2-cloromandelato de metilo (1A), se realizaron tres lotes 

(Tabla 3), variando la cantidad de NaOCl y AcOEt. 

 

Tabla 3. Oxidación del 2-cloromandelato de metilo (1A) con NaOCl 

Lote 
2-cloromandelato 

de metilo g/(mmol) 

NaOCl al 10%/AcOEt 

(mL/mL) 

Rendimiento 

(%) 

1 0.0525/0.26 2/1 11.6 

2 0.054/0.27 2/1 13.4 

3 0.0204/0.10 4/3  9.1 

 

Dado que la oxidación con NaOCl los rendimientos son muy bajos (13.4%), se utilizó la 

oxidación con el reactivo de Jones, obteniéndose un rendimiento del 62.3%. 
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7.1.1.1. Caracterización por IR del ácido 2-cloromandélico, del 2-cloromandelato 

de metilo (1A) y del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) 

 

En el espectro IR del ácido 2-cloromandélico (Figura 11) se observan las señales 

características del grupo –OH del ácido a 3410 cm-1 y su correspondiente C=O (C8) a 

1720 cm-1, los sobretonos a 1932 cm-1 del fenilo y la señal de estiramiento a 750 cm-1 del 

C-Cl (C1), y después de su esterificación, en el espectro de IR del compuesto (1A) (Figura 

12) se observa la señal del -OH del alcohol a 3449 cm-1 (C7), la señal del C=O del éster 

a 1736 cm-1 (C8) junto con las dos señales intensas a 1219 y 1086 cm-1 correspondientes 

al estiramiento C-O del mismo grupo, y a 754 cm-1 la señal del C-Cl (C1), lo que nos 

confirma la obtención del compuesto (1A). 

En el espectro de IR del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) (Figura 13), se observó la 

ausencia de la señal del alcohol y la presencia de dos señales de C=O, una a 1739 cm-1 

correspondiente al carbonilo del éster (C8) y otra a 1697 cm-1 que indica la presencia del 

carbonilo de la cetona formada (C7), además de la señal de estiramiento del C-O del 

éster a 1205 cm-1 y la permanencia de la señal de C-Cl a 759 cm-1. 

 

 
Figura 11. Espectro de IR del ácido 2-cloromandélico 
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Figura 12. Espectro de IR del 2-cloromandelato de metilo (1A) 

 

 
Figura 13. Espectro de IR del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) 
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7.1.1.2. Caracterización por RMN del 2-cloromandelato de metilo (1A) y del 2-

clorobenzoilformiato de metilo (1) 

Se realizó el análisis de RMN 1H del 2-cloromandelato de metilo (1A), (Figura 14). Entre 

7.2 y 7.5 ppm se observan las señales de los hidrógenos de la parte aromática, a 5.6 ppm 

la señal del singulete del -CH unido al alcohol, a 3.8 ppm la señal simple del –CH3 y a 3.5 

ppm la señal del hidrógeno del -OH; por RMN 13C se observa el carbonilo del éster a 174 

ppm (C8) y a 70 ppm el carbono del metino unido al –OH (C7) (Figura 15). 

En el espectro de RMN 1H del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1), (Figura 16) se observa 

la desaparición de la señal del -CH en 5.5 ppm y la del hidrógeno del –OH en 3.5 ppm, 

así como la aparición de la señal por RMN 13C a 186 ppm del carbono de la cetona (C7) 

y a 163 ppm del éster (C8) con la desaparición de la señal del carbono del metino unido 

a 70 ppm (Figura 17), con lo que se comprueba que se obtuvo el 2-clorobenzoilformiato 

de metilo (1). 

 

 
Figura 14. Espectro de RMN 1H del 2-cloromandelato de metilo (1A), en CDCl3 
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Figura 15. Espectro de RMN de 13C del 2-cloromandelato de metilo (1A), en CDCl3 

 
Figura 16. Espectro de RMN de 1H del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1), en CDCl3 
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Figura 17. Espectro de RMN de 13C del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1), en CDCl3 

 

7.1.2. Obtención del 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A) 

Se realizó la reducción del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) con NaBH4 usando dos 

procedimientos, con el procedimiento A no se obtuvo el alcohol, ya que no se observó la 

señal del protón del -OH a 3.6 ppm por RMN. Con el procedimiento B se obtuvieron 32.7 

mg del 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A) para un 54% de rendimiento, la diferencia 

entre los procedimientos fue el aislamiento del compuesto. 

 

7.1.2.1. Caracterización por IR del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) y del 3-

hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A) 

En el análisis espectroscópico por IR del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) (Figura 18) 

aparecen las dos señales del C=O, una correspondiente al éster (C9) a 1737 cm-1 y la 

otra al grupo cetona (C7) a 1686 cm-1, además de las señales de estiramiento de C-O del 

éster a 1266 y 1196 cm-1. Después de la reducción, en la Figura 19, se muestra la señal 

de estiramiento característica del –OH del alcohol (C7) a 3449 cm-1 y una señal a 1714 

cm-1 del C=O del éster (C9) y la señal de C-O del mismo grupo a 1155 y 1026 cm-1, con 

lo que se confirma así la reducción de la cetona. 
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Figura 18. Espectro de IR del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) 

 

 
Figura 19. Espectro de IR del 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A) 
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7.1.2.2. Caracterización por RMN de los compuestos 3-oxo-3-fenilpropanoato de 

etilo (2) y del 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A) 

Se realizó el análisis de RMN de 1H del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) (Figura 20), 

en donde se observan las señales de los hidrógenos del grupo fenilo entre 8 y 7 ppm, a 

3.95 ppm la señal simple del metileno y a 4.25 y 1.25 ppm el –CH2 y –CH3 del radical 

etilo. Por RMN de 13C (Figura 21) aparece a 192 ppm el carbonilo de la cetona (C7) y el 

del éster (C9) a 168 ppm. Después de la reducción se observa en el espectro de RMN 
1H (Figura 22) una señal múltiple a 2.71 ppm que corresponde al –CH2 vecino al carbonilo 

del éster, observándose también la señal característica del hidrógeno del alcohol a 3.27 

ppm y a 5.12 ppm la señal del metileno unido al alcohol de la molécula; y por RMN 13C 

(Figura 23) la señal del carbonilo del éster (C9) a 172 ppm; con los resultados anteriores 

se comprueba la obtención del 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A). 

 

 
Figura 20. Espectro de RMN de 1H del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2), en CDCl3 
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Figura 21. Espectro de RMN de 13C del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2), en CDCl3 

 

 

 
Figura 22. Espectro de RMN de 1H del 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A), en CDCl3 
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Figura 23. Espectro de RMN de 13C del 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A), en CDCl3 

 

7.2. Desarrollo de los métodos analíticos por Cromatografía de Gases (CG) y 

Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución (CLAR) 

 

7.2.1. Desarrollo de los métodos analíticos para la propiofenona (3) y el 1-fenil-1-

propanol (3A) 

 

Para obtener el porcentaje de conversión de propiofenona (3) a 1-fenil-1-propanol (3A) 

por CG se probaron varias condiciones (Tabla 4) con una columna SupelcowaxTM-10, 

siendo las óptimas condiciones con temperatura del horno a 180°C, flujo de 0.8 mL/min, 

con tiempos de retención (tr) para la (3) de 4.38 min y para el (3A) de 5.58 min (Figura 

24). 
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Tabla 4. Condiciones de análisis por CG de la propiofenona (3) y del 1-fenil-1-propanol 
(3A) 

Compuestos 
T. del Horno 

(°C) 

Flujo 

(mL/min) 

tr 

(min) 

Propiofenona 

150 0.6 9.62 

180 0.6 5.44 

180 0.8 4.33 

1-fenil-1-

propanol 
180 0.8 5.63 

Mezcla 180 0.8 
4.38 

5.58 

                           tr= Tiempos de retención 

 

                  
Figura 24. Cromatograma de CG de propiofenona (3) y del 1-fenil-1-propanol (3A) 

 

Para determinar el porcentaje del exceso enantiomérico (%ee) de (3A) por CLAR se 

probaron dos columnas quirales, Chiracel OB-H y OD, las condiciones se muestran en la 

Tabla 5. 
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Tabla 5. Condiciones de análisis por CLAR para la propiofenona (3) y el 1-fenil-1-
propanol (3A) 

Columna 
Flujo 

(mL/min) 

Fase móvil 

Hex:Isop 

tr de (3) 

(min) 

tr de (R)-3A/(S)-3A 

(min) 

(R)-3A/(S)-3A 

(%) 

OB-H 0.5 90:10 20.4 9.6/11.4 51/49 

OD 1.0 97:03 7.7 12.7/15.0 54/46 

tr= Tiempos de retención 

 

Se seleccionó el método con la columna OB-H a una λ de 254 nm, por tener tiempos de 

retención para los enantiómeros más cortos que con la columna OD, picos mejor 

resueltos y que no interfieren con los picos de los productos celulares de Nocardia 

corallina donde se tienen señales por debajo de 7 min, ni con el pico de la cetona que 

aparece a los 20.4 min (Figura 25). La asignación de los tiempos de retención de los 

enantiómeros se realizó con base a lo reportado en la literatura (t(R)=10.46 min y t(S)= 

12.38 min).64 

 

 
Figura 25. Cromatograma CLAR de la mezcla de propiofenona (3) con 1-fenil-1-propanol (3A) 
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7.2.2. Desarrollo de los métodos analíticos para el 2-clorobenzoilformiato de 

metilo (1) y del 2-cloromandelato de metilo (1A) 

 

Las condiciones utilizadas para el desarrollo del método por CG para determinar el 

porcentaje de conversión de (1) a (1A) en las biotransformaciones, se muestran en la 

Tabla 6. 

 

Tabla 6. Condiciones de análisis por CG del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) y del 2-

cloromandelato de metilo (1A) 

T. del Horno 

(°C) 

tr de (1) 

(min) 

tr de (1A) 

(min) 

180 15.7 25.7 

190 11.6 18.0 

200 8.8 13.2 

210 6.9 9.8 

220 5.6 7.6 

230 4.6 6.1 

tr= Tiempos de retención; Flujo 1.0 mL/min, columna SupelcowaxTM-10.  

 

Siendo las mejores condiciones a una temperatura del horno de 230°C, con flujo de 1.0 

mL/min, tr de 4.6 min para el 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) y de 6.1 min para el 2-

cloromandelato de metilo (1A), ya que son tiempos más cortos de análisis y se obtienen 

picos con buena resolución (Figura 26). 
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Figura 26. Cromatograma de CG del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) y del 2-cloromandelato de 

metilo (1A) 

 

Para determinar el %ee del compuesto (1A) por CLAR se probaron las siguientes 

condiciones, ver Tabla 7. 

 

Tabla 7. Tiempos de retención (tr) por CLAR del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) y 

del 2-cloromandelato de metilo (1A) 

Flujo 

(mL/min) 

tr de (1) 

(min) 

tr de (R)-1A/(S)-1A 

(min) 

(R)-1A/(S)-1A 

(%) 

1.0 7.0 10.2/8.9 49.9/50.1 

0.8 8.7 12.6/11.0 50.2/49.8 

0.6 11.6 16.7/14.7 50.3/49.7 

tr= Tiempos de retención. Columna OD, fase móvil hexano:isopropanol (90:10), λ= 235 nm. 

 

Las mejores condiciones fueron: flujo de 1.0 mL/min con un tiempo de retención para el 

alcohol (R) de 10.2 min y de 8.9 min para el (S) siendo estos tiempos más cortos que los 

obtenidos con los flujos de 0.8 y 0.6 mL/min, de esta manera se tienen picos mejor 

resueltos y no interfieren con los picos de los productos celulares de Nocardia corallina 

ni con el pico de la cetona que aparece a los 7 min (Figura 27). 
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Figura 27. Cromatograma CLAR de la mezcla del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) y del 2-

cloromandelato de metilo (1A) 

 

Para determinar cuál de los picos correspondía a cada uno de los enantiómeros del 

alcohol, se inyectó el (R)-2-cloromandelato de metilo sintetizado y se observó que el pico 

aparece a los 10.1 min, posteriormente se preparó una mezcla agregando un exceso del 

enantiómero (R) a la solución del 2-cloromandelato de metilo racémico, observando el 

aumento de la señal del pico con tiempo de 10.1 min, comprobando de esta manera su 

correspondencia con el enantiómero (R) (Figura 28). 

 

 

Figura 28. Cromatograma CLAR de la mezcla racémica del 2-cloromandelato de metilo (1A) y su 

enantiómero (R) 

 

7.2.3. Desarrollo de los métodos analíticos para el 3-oxo-3-fenilpropanoato de 

etilo (2) y el 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A) 

Se desarrolló el método por CG de estos compuestos probando diferentes columnas: la 

SupelcowaxTM-10, HP-5 y Gamma-DexTM120 a varios flujos y temperaturas, sin embargo 

con estas columnas no se pudieron tener separaciones adecuadas. Con la columna 
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SPBTM-50 se obtuvo una mejor separación con las siguientes condiciones: flujo de 1 

mL/min con una rampa de temperatura iniciando a 40°C y aumentándola 10°C/min hasta 

los 210°C y manteniéndola constante durante 8 min (Tabla 8), con tiempos de retención 

para la cetona de 10.8 min y para el alcohol de 16.9 min (Figura 29). 

 

Tabla 8. Condiciones de análisis por CG del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) y del 3-

hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A) 

T. del Horno 

(°C) 

tr de (2) 

(min) 

tr del (2A) 

(min) 

40-210/10°C/min 10.8 16.9 

tr= Tiempos de retención; Flujo 1.0 mL/min.  

 

 
Figura 29. Cromatograma de CG del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) y del 3-hidroxi-3-fenilpropanoato 

de etilo (2A) 

 



 

43 

 

Por CLAR se probaron varias columnas y condiciones, dentro de las que se encuentra la 

columna quiral Chiralcel OD (25.0 x 0.46 cm L X ID) con fase móvil hexano:isopropanol 

95:5, λ de 215 nm, flujo de 1.0mL/min, con la que se obtienen tiempos de retención más 

cortos que usando una fase móvil de 97:3 (Tabla 9), sin embargo al inyectar la muestra 

del blanco de células con la fase móvil de 95:5 hexano:isopropanol se observó que 

aparece un pico a los 12 min que podría traslaparse con el enantiómero (N-1) cuyo tiempo 

de retención fue de 12.6 min, por lo que la mejor separación de los enantiómeros (en las 

biotransformaciones) es con la fase móvil de 97:3 hexano:isopropanol donde los picos 

del blanco y de los enantiómeros del alcohol no se traslapan, quedando tiempos de 

retención para el enantiómero (N-1) de 16.4 min y para el (N-2) de 21.7 min (Figura 30). 

 

Tabla 9. Condiciones para el análisis por CLAR del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) 

y del 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A) 

Columna 
Flujo 

 (mL/min) 

Fase móvil 

Hex:Isop 

tr de (2)  

(min) 

tr de (2A) 

(N-1)/(N-2) 

(N-1)-2A/(N-2)-2A 

(%) 

OD 
1.0 95:5 9.9 12.6/16.9 50.5/49.5 

1.0 97:3 9.1 16.5/21.7 49.3/50.7 

tr= Tiempos de retención 

 

 

 
Figura 30. Cromatograma CLAR de la mezcla del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) y del 3-hidroxi-3-

fenilpropanoato de etilo (2A) 
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7.3. Biotransformaciones 

 

7.3.1. Biotransformación de propiofenona (3) y 1-fenil-1-propanol (3A) 

Se utilizó a la propiofenona (3) (Figura 31) como modelo para el estudio de la reducción 

de las cetonas (1) y (2) con Nocardia corallina. Se seleccionó a la cetona (3) ya que el 

fenilo está en posición alfa al grupo carbonilo de la cetona, estructuralmente similar a 4-

clorobenzofenona, sustrato que se logra reducir con Nocardia corallina B-276, como lo 

determinaron Ramírez M. A. y colaboradores.8 

 

 
Figura 31. Biotransformación de propiofenona (3) con Nocardia corallina B-276 

 

Se realizó la biorreducción de (3) con Nocardia corallina con una relación sustrato:células 

húmedas de 1:500 (p/p) realizando la extracción del producto con acetato de etilo.64 En 

la biotransformación del primer lote (L1) se observó que a las 24 h se obtiene la mayor 

conversión de cetona a alcohol con un 98.5% (Gráfica 1), con un 89.7% del enantiómero 

(R) y un 10.3% del (S) (Gráfica 2). 
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Gráfica 1. Seguimiento de la biotransformación del (L1) de propiofenona (3) con Nocardia corallina B-276 

 

 
Gráfica 2. Relación enantiomérica vs tiempo de la biotransformación del (L1) de propiofenona (3) con 

Nocardia corallina B-276 

 

En el seguimiento de la reacción se observó que a las 24 h, se tenía el 98.5% del 1-fenil-

1-propanol (3A), después de este tiempo el microorganismo oxida el alcohol (3A), en 

donde a las 72 h el porcentaje del alcohol es del 73% y 59% a las 96 h comprobando así 

la reversibilidad de la reacción de reducción con este sustrato a una relación de 1:500 

(p/p) de sustrato:células húmedas. El aumento del porcentaje del enantiómero (S) 

después de las 24 h (10.3%), se puede explicar de dos formas, una que Nocardia 
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transformara el enantiómero (R) al (S) mediante una desracemización8,66 o bien que 

después de este tiempo oxidara el enantiómero (R) consumiéndose éste y aumentando 

así el porcentaje del alcohol con configuración (S) 28.1% a las 96 h.  

 

En la biotransformación de la propiofenona (3) a las 24 y 36 h (Tabla 10), se observó 

solamente el enantiómero (R), y su conversión es menor que en el (L1) (Gráfica 1). La 

diferencia de las conversiones entre estos lotes puede estar relacionada con el pH final 

del medio de crecimiento de Nocardia corallina en la obtención de la biomasa antes de la 

biotransformación ya que fue la variable que cambió entre cada lote, en el (L1) el pH fue 

de 5.36 (98.5% de alcohol) y en el (L2) fue de 7.62 (42.0% de alcohol) a las 24 h. 

 

Tabla 10. Biotransformaciones de propiofenona (3) del lote (L2) 

Lote 
pH final del sobrenadante del 

medio de crecimiento 

Tiempo 

(h) 

Relación 

cetona/alcohol 
(%ee) 

L2-1 7.62 24 66/34 100  (R) 

L2-1 7.62 24 58/42 100  (R) 

L2-2 7.62 36 65/35 100  (R) 

L2-2 7.62 36 64/36 100  (R) 

 

Del análisis de estos dos lotes de biotransformación se puede predecir que el mejor 

tiempo de biorreducción de (3) con Nocardia corallina fue a las 24 h (L1), ya que a pesar 

de que en el segundo lote se obtiene un producto enantioméricamente puro 100% vs 

89.7% del (R), en el primero se obtiene un porcentaje mayor del alcohol (98.5 vs 42%). 

 

Al observar la biotransformación de (3) a las 24 h (L1) se decidió estudiar la oxidación del 

1-fenil-1-propanol (3A) con Nocardia corallina en nuestras condiciones. 

En la Tabla 11 se observa que Nocardia corallina es capaz de oxidar el alcohol (S)-(3A) 

sin consumir el enantiómero (R)-(3A), obteniendo un porcentaje del 46% de alcohol y 

54% de cetona a las 24 h con una relación sustrato:células húmedas (p/p) 1:500 a pH de 

7.62 esto sugiere que el microorganismo también tiene selectividad para oxidar solo el 

enantiómero (S). Estos resultados concuerdan con lo obtenido por Ríos Ramírez64 quien 
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realizó las oxidaciones del 1-fenil-1-propanol con Nocardia corallina B-276 en suspensión 

y reporta a las 24 h 26% de cetona y un %ee del 100% para el enantiómero (R) a una 

relación 1:17 sustrato:células secas. 

 

Tabla 11. Oxidación del 1-fenil-1-propanol (3A) 

Lote  
Tiempo 

(h) 

Relación 

alcohol/cetona 
(%ee) 

1  24 46/54 100  (R) 

2  36 57/43 100  (R) 

  pH final del sobrenadante del medio de crecimiento= 7.62 

 

7.3.2. Biotransformación del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) y del 2-

cloromandelato de metilo (1A) 

Como se observó que el mejor tiempo de biotransformación para (3) con un pH de 5.36 

fue de 24 h. La biotransformación de (1) (Figura 32), se analizó a las 24 y 48 h, se 

realizaron 2 lotes, (Tabla 12) con una relación sustrato:células húmedas (p/p) 1:500, se 

obtuvieron porcentajes de cetona a alcohol mayores del 94%. 

 

 

Figura 32. Biotransformación del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) con Nocardia corallina B-276 
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Tabla 12. Biotransformación del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) con Nocardia 

corallina B-276 

Lote 
pH del sobrenadante del 

medio de crecimiento 

Tiempo 

(h) 

Relación 

cetona/alcohol 
(%ee) 

1 5.88 24 1/99 62  (R) 

2 7.3 24 0/100 40  (R) 

2 7.3 24 6/94 22  (R) 

2 7.3 48 0/100 44  (R) 

2 7.3 48 0/100 50  (R)| 

 

La mejor biotransformación fue a las 24 h, pH 5.88 del lote 1, con una conversión del 99% 

de cetona al alcohol, con un 62% ee del enantiómero (R).  

 

Debido a que se observó que Nocardia oxidó el alcohol (3A), se decidió estudiar la 

oxidación del 2-cloromandelato de metilo (1A), en las mismas condiciones de reacción. 

En la Tabla 13 se observa que los porcentajes de oxidación del alcohol a la cetona a las 

48 h son bajos (8%). 

 

Tabla 13. Biotransformaciones del 2-cloromandelato de metilo (1A) con Nocardia 

corallina B-276 

Lote 
pH del sobrenadante del 

medio de crecimiento 

Tiempo 

(h) 

Relación 

alcohol/cetona 
(%ee) 

1 5.88 24 97/3 32  (R) 

2 7.3 24 99/1 16  (R) 

2 7.3 24 100/0 8  (R) 

2 7.3 48 92/8 16  (R) 

2 7.3 48 100/0 40  (R) 

 

Lo cual indica que la oxidación del 2-cloromandelato de metilo (1A) es más lenta que la 

reducción del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1), además en el lote 1 en la oxidación de 

(1A), cuando el pH del medio de cultivo de la biomasa es ligeramente ácido Nocardia 

biotransforma el alcohol (S) a la cetona (3%). En el lote 2 con un pH del medio de 7.3 se 
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obtuvo 1 y 8%, del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) a las 24 y 48 h respectivamente, 

donde se esperaría que se obtuviera un %ee mayor a las 48 h, por la oxidación del 

enantiómero (S), sin embargo ambos fueron del 16%. En donde no hay oxidación a las 

24 y 48 h, 8 y 40% ee de (R), se puede explicar por la estereoinversión del alcohol (S) al 

(R).8,66 

Con estos resultados se decidió realizar otro lote de biotransformación del 2-

cloromandelato de metilo (1A) (Tabla 14), con una relación sustrato:células húmedas de 

1:1000 (p/p), a mayores tiempos de biotransformación de 96 y 120 h, donde se obtuvieron 

mayores porcentajes de cetona con poco exceso enantiomérico; por lo que Nocardia 

corallina puede oxidar lentamente al 2-cloromandelato de metilo (1A) pero no 

enantioselectivamente.  

 

Tabla 14. Biotransformación del 2-cloromandelato de metilo (1A) con Nocardia corallina 

B-276, lote 3 

Lote 
Relación 

sustrato:células 

pH del sobrenadante del 

medio de crecimiento 

Tiempo 

(h) 

Relación 

alcohol/cetona 
(% ee) 

3 1:1000 7.57 96 58/42 20  (S) 

3 1:1000 7.57 120 8/92 10  (R) 

 

A partir de estos resultados se puede inferir que Nocardia corallina puede llevar a cabo 

la biorreducción del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1), con una relación sustrato:células 

húmedas de 1:500 (p/p) sin que el alcohol enantioméricamente enriquecido se oxide 

durante este tiempo (48 h). 

 

7.3.3. Biotransformación del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) 

Para el estudio de la biorreducción del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) (Figura 33) se 

realizaron varios lotes con una relación sustrato:células húmedas de 1:500 (p/p), a las 

24, 48, 72, 96 y 144 h, en las cuales no se pudo obtener una buena conversión al alcohol, 

debido a que durante el transcurso de la reacción se forman subproductos que no se 

pudieron identificar por las cantidades utilizadas en la biotransformación (10-30 mg de 

sustrato). A las 72 h se obtuvo un 19% del alcohol con un 64% de exceso del enantiómero 
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(N-1). Este porcentaje de conversión es similar al obtenido por Silva en 2010 (18%), quien 

cataloga a este β-cetoéster como uno de los compuestos más difíciles de reducir con 

microorganismos.67 

El nivel de conversión y la enantioselectividad dependen de la estructura del sustrato, del 

efecto estérico y el efecto electrónico del grupo funcional a transformar así como por la 

regioselectividad y estereoselectividad de las enzimas.68 En particular el 3-oxo-3-

fenilpropanoato de etilo (2) presenta una demanda estérica grande para la cetorreductasa 

de Nocardia corallina, por lo que se considera un mal sustrato a reducir por esta vía 

microbiológica, sin embargo ciertos microorganismos sí tienen esta facultad, por ejemplo 

de Souza Ramos y colaboradores en 2009 pudieron biorreducir el 3-oxo-3-

fenilpropanoato de etilo (2) con células enteras en solución de Pichiasp., K. marxianus, 

Rhodotorula rubra, Rhodotorula minuta y Mucorramannianus obteniendo más de 50% de 

conversión con un exceso enantiomérico del 100% del (S)-3-hidroxi-3-fenilpropanoato de 

etilo (S)-(2A).50 Otros estudios son los realizados por Ema y colaboradores en 2001 

quienes obtuvieron un 51% de conversión con 88% ee realizando la biorreducción con 

una carbonilrreductasa aislada de S. cerevisiae,69 y Yadav y colaboradores en 2002, 

también realizaron la reducción obteniendo un 62% de conversión con un 98% ee, con 

células enteras de zanahoria (Daucus carota), ambos también con el enantiómero 

enriquecido (S).70 

 

 
Figura 33. Biotransformación del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) con Nocardia corallina B-276 
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8. CONCLUSIONES 

 

Se sintetizaron y caracterizaron el 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) y el 3 hidroxi-3-

fenilpropanoato de etilo (2A). 

 

Se desarrollaron los métodos analíticos por CG y CLAR de propiofenona (3), 1-fenil-1-

propanol (3A), 2-clorobenzoilformiato de metilo (1), 2-cloromandelato de metilo (1A), 3-

oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) y 3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etilo (2A). 

 

Nocardia corallina tiene la capacidad de reducir enantioselectivamente la propiofenona 

(3) y el 2-clorobenzoilformiato de metilo (1), con enriquecimiento del enantiómero (R), con 

una relación sustrato:células húmedas de 1:500 (p/p). 

 

Después de las 24 h de biotransformación de propiofenona (3) la reacción es reversible, 

con una relación sustrato:células húmedas de 1:500 (p/p). 

 

La biotransformación del 2-clorobenzoilformiato de metilo (1) a una relación 1:500 (p/p) 

sustrato:células húmedas es adecuada a las 24 h, ya que no es reversible. 

 

Con la biotransformaciones del 3-oxo-3-fenilpropanoato de etilo (2) a una relación 1:500 

(p/p) sustrato:células húmedas se obtiene un porcentaje de conversión menor de la 

cetona al alcohol y subproductos de reacción, por lo que se considera un mal sustrato a 

reducir con Nocardia corallina. 

 

Las diferencias en las conversiones entre los lotes de las biotransformaciones (de los tres 

sustratos) podrían estar relacionados con el pH final del medio de crecimiento de 

Nocardia corallina en la obtención de biomasa, estos cambios podrían deberse al 

desarrollo de diferentes metabolitos o a la variabilidad del tamaño del inóculo en el medio 

de crecimiento de Nocardia. 
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