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1. INTRODUCCION

En la actualidad aproximadamente el 56% de los medicamentos disponibles en el
mercado cuenta con al menos un centro quiral; de estos, el 86% se comercializan
como mezclas racémicas, las mezclas racémicas son una pareja de compuestos
organicos estructuralmente idénticos que son imagenes especulares no
superponibles (enantiomeros), presentes en el mismo farmaco. Cada enantiomero
puede presentar diferentes efectos en el organismo, en donde cada uno de los
enantiémeros puede tener actividades biolégicas diferentes, uno ser mas activo que
el otro; también podria ser que un enantibmero sea activo y el otro inactivo y, por
altimo, que uno tenga un efecto beneficioso, mientras que el otro sea toxico
(Guevara-Pulido et al., 2017). Por esta razon, la sintesis organica moderna se ha
enfocado en la sintesis asimétrica 0 sintesis enantioselectiva; esta se ha
desarrollado en tres pilares cataliticos: la biocatalisis, la catalisis organometalica y
la organocatalisis. Estos pilares difieren entre si segun el tipo de catalizador utilizado
para inducir la enantioselectividad de la reaccidn (enzimas, compuestos

organometalicos y compuestos organicos respectivamente).

En sintesis asimétrica el utilizar enzimas como biocatalizadores tienen ventajas
importantes sobre los catalizadores quimicos, ya que los biocatalizadores se
pueden usarse en condiciones suaves de reaccion es decir, las reacciones
generalmente se pueden llevar a cabo en un medio acuoso a temperatura ambiental
y presion atmosférica, limitando o evitando asi la isomerizacion, la racemizacion, la
epimerizacion y el reordenamiento (Rossino, 2022); ademas, los biocatalizadores
son recursos renovables, biocompatibles, biodegradables y no peligrosas (Sheldon-
Robert, 2016).

Sin embargo, entre los inconvenientes de las enzimas se encuentran que pueden
ser desactivadas por la concentracién de reactivos, disolvente, temperatura. Una
forma de proteger, recuperar y reutilizar la enzima es la inmovilizacion, ademas el
producto se puede separar facilmente de la mezcla de reaccion, y después del

acondicionamiento adecuado, la enzima se puede reciclar, también se ha reportado



gue la actividad y la selectividad pueden mejorar (Bolivar, et al., 2016 & Basso, et
al., 2020). La inmovilizacion de las enzimas es un proceso rutinario en la industria
para la fabricacion de muchos compuestos clave en la industria farmacéutica,
quimica y alimentaria. De acuerdo con diversos estudios se sabe que existen
diversas enzimas que provienen de fuentes naturales, como es el caso de las
hidroxinitrilo liasas (HNL), las cuales son enzimas que catalizan la adicion
enantioselectiva de &cido cianihidrico (HCN) a aldehidos o cetonas para obtener
cianohidrinas enantiopuras. Las HNL se han encontrado en las semillas de diversas
plantas, principalmente en el género Prunus, por ejemplo, las (R)-HNL que se han
obtenido de semilla de almendra, cereza, durazno y capulin, otro género en donde
se han reportado es en las semillas de Pouteria sapota, que cataliza la adicién
enantioselectiva de HCN a benzaldehidos orto-sustituidos para dar el
correspondiente  (R)-mandelonitrilo  orto-sustituido, con alta porcentaje de
conversion y excesos enantiomeérico (ee) (Martinez, et al., 2020). Las cianohidrinas
son importantes intermediarios para la obtencion de compuestos con actividad
biologica. Por lo anterior en esta investigacion se sintetizaran compuestos
enantiopuros utilizando como biocatalizadores enzimas de origen vegetal

inmovilizadas.

2. ANTECEDENTES

2.1 Métodos para la produccion de compuestos enantioméricamente puros

En la industria, la sintesis de cualquier producto de interés es realizada a través de
métodos quimicos, que en general tienen buen rendimiento (cantidad
producida/tiempo) pero, en consecuencia, los productos obtenidos son mezclas
racémicas, es decir, los estereoisomeros R y S estan presentes en la misma
proporcion (50:50). Debido a esto existe un interés en la utilizacion de métodos para
producir compuestos enantioméricamente puros, hay tres procesos para obtener
moléculas enantiopuras que son: a) resolucidbn cinética, b) fragmentos
organometalicos (MOFs), c) sintesis asimétrica. (Fiol Ibars, A. 2015).

a) Laresolucioén cinética es el método en donde se da la separacion total o parcial

de dos enantidmeros de una mezcla racémica. La resolucién cinética se basa en



la diferencia en la velocidad de reaccion de cada uno de los dos enantiomeros
de un racemato con un agente quiral (un reactivo, un catalizador), en el caso
ideal, la diferencia de la velocidad de reaccion es tan elevada que uno de los
enantiémeros reacciona muy rapidamente para dar el producto correspondiente,
mientras que el otro enantibmero no reacciona y puede ser recuperado al final
de la reaccién, por lo cual el rendimiento te6rico maximo que se puede obtener
en una resolucion cinética es del 50%. Como ejemplo, se reporté la resolucion
cinética de los heterociclos racémicos de 1H,3H-tiazolo[3,4-a]bencimidazolina,
moléculas de interés industrial (Villamil, et al., 2023).

b) Las MOFs son soportes sélidos utilizados en la catalisis heterogénea. Son
catalizadores con gran adaptabilidad, debido a la gran variedad de topologias y
tamafos de poro muestran una excelente estabilidad en amplios rangos de pH
y temperatura.

c) La sintesis asimétrica permite la preparacion de compuestos
enantioméricamente puros a partir de sustratos proquirales empleando un
catalizador homoquiral. [Estas reacciones son estereoselectivas; vy
estereoespecifica si uno de los productos se forma exclusivamente. El
catalizador quiral puede ser enzimas, moléculas organicas simples, o metales
de transicion con ligandos quirales.

La sintesis asimétrica se ha desarrollado en tres pilares cataliticos: la catalisis

organometalica, la organocatalisis y la biocatélisis (Guevara-Pulido et al., 2017). La

biocatalisis y el uso de biocatalizadores presenta ventajas importantes sobre los
catalizadores quimicos, lo que ha promovido su empleo ya que pueden usarse en
condiciones de reaccion suaves, es decir, las reacciones generalmente se pueden
llevar a cabo en un medio acuoso a temperatura ambiental y presion atmosférica,
limitando o evitando asi la isomerizacion, la racemizacion, la epimerizacién y el
reordenamiento (Rossino, et al., 2022). Ademas, biocatalizadores presentan
propiedades que los catalizadores inorganicos no poseen, como selectividad por
sustrato, enantioselectividad; otra ventaja de los biocatalizadores es que son
recursos renovables, biocompatibles, biodegradables y no peligrosas (Sheldon-
Robert, 2016).



2.2 Biocatalisis

Los biocatalizadores son proteinas que denominamos enzimas, son producidas por
los sistemas vivos con finalidad catalitica, para facilitar las transformaciones
guimicas que tienen lugar a partir de los nutrientes en todos los organismos vivos'y,
debido a su amplia distribucion en la naturaleza, se han empleado en las Ultimas
décadas como catalizadores en sintesis organica para la preparacion de
compuestos como: farmacos, productos agroquimicos y otros productos con
actividad biologica. Los principales biocatalizadores son: enzimas, uno de los
factores que ha promovido el empleo de biocatalizadores es la elevada
estereoselectividad, que rara vez es alcanzable a través de métodos quimicos
convencionales utilizando catalizadores quimicos (Cui, J. et al., 2019).

En los procesos biocatalizados se pueden usar como fuentes enzimaticas células
enteras y/o enzimas aisladas, que pueden ser de origen animal, vegetal o
microbiana y las enzimas pueden estar en forma libre o inmovilizada. La eleccion
de usar una u otra dependera de diversos factores como el tipo de reaccion, la
necesidad de cofactores, el costo y la escala a la cual se lleve a cabo el proceso
(Singh, et al., 2024)

También se han reportado una gran variedad de plantas como fuentes ricas de

enzimas que han sido utilizadas como biocatalizadores.

2.3 Fuentes de Obtencion de Biocatalizadores

Los microorganismos han sido la fuente principal de enzimas, debido a que son una
fuente muy versatil, los cuales pueden ser aislados de nuevas y diferentes fuentes

naturales, encontrando nuevos biocatalizadores (Cano, et al., 2020).

2.4 Clasificacion de enzimas

La International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) ha clasificado
a las enzimas en seis grupos, de acuerdo con el tipo de reaccién que catalizan
(Cornish-Bowden, A., 2014), se clasifican en 4 grandes grupos: oxidorreductasas,

transferasas, hidrolasas, liasas.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cui%20J%5BAuthor%5D

2.4.1 Hidroxinitrilo liasas

Las hidroxinitrilo liasas (HNL) "también conocidas como oxinitrilasas son enzimas
que catalizan la adiciobn enantioselectiva de cianuro a aldehidos o cetonas, para
formar cianohidrinas 6pticamente puras, las cuales son intermediarias importantes
en la sintesis de compuestos con actividad biologica como farmacos vy
agroquimicos. Las cianohidrinas son bloques sintéticos importantes para la
obtencion de sustancias con actividad biologica. Los grupos hidroxilo y nitrilo de las
cianohidrinas pueden transformarse en otros compuestos quirales como a-

hidroxialdehidos y cetonas, -aminoalcoholes, a-fluorocianuros, etc (Wu, et al,

2020). Esto ha provocado interés en el desarrollo de procedimientos mas eficientes,

enantioselectivos y versatiles para la adicion de cianuro a aldehidos y cetonas.

Las plantas son las principales fuentes de HNL con diferente esereoespecificidad
(R)-HNL o (S)-HNL; plantas reportadas como fuentes de (R)-HNL son plantas del
género Pronus (Bhunya et al., 2009; Liu, et al., 2005; Nanda, et al., 2006; Roberge,
et al., 2007; Solis, et al., 2011), Eriobotrya japonica (Ueatrongchit, et al., 2008),
Passiflora edulis, Chaenomeles sinensis, Sorbus aucuparia (Asano, et al., 2005),
Vicia sativa L. (Han, et al., 2006), Cydonia oblonga, Cucumis melo (Hernandez, et
al., 2004). Mientras que se han reportado otras plantas como fuentes de (S)-HNL
en Ximenia americana L., Sorghum bicolor ,Manihot esculenta (Zheng, et al., 2013),
Hevea brasiliensis (Hanefeld, et al., 1999), Anona muricata (Solis, et al., 2003),

Baliospermum montanum (Dadashipour, et al., 2011).

Las semillas de Pouteria sapota son una de las pocas fuentes de HNL que cataliza
la adicidn enantioselectiva de HCN a aldehidos o cetonas, para formar cianohidrinas
opticamente puras, las cuales son intermediarias importantes en la sintesis de

compuestos con actividad biolégica como farmacos y agroquimicos.

2.5 Cianohidrinas
Las cianohidrinas son intermediarios importantes en la preparaciéon de compuestos
quirales como a-hidroxiacidos y sus ésteres, a-aminoacidos, a-hidroxialdehidos,

glicoles y a-hidroxicetonas, presentes en farmacos, vitaminas, aditivos alimenticio y
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669020305227?casa_token=c_GJkGnOoWgAAAAA:duI2WGZs1b0YXofvK6mf_NwZpMRLdGAEgouOZLYo7FuJnfZs-nlEd40uXv2W3WjlASZaU8rHzxXU#bib0165
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agroquimico (Figura 1a), por ejemplo (R)-salbutamol y (R)-terbutilna, los cuales son
broncodilatadores; la norstatina que es un intermediario para la sintesis de agentes
anticancerigeno y antivirales inhibidores de la proteasa de virus de
inmunodeficiencia humana VIH; enalapril que se utiliza en el tratamiento de la
hipertension renovascular (Figura 1b) y algunos tipos de insuficiencia cardiaca
(Nanjo, et al., 2019; Yerabolu, et al., 2017; Tchesnokov, et al., 2019; Wu, et al., 2020;
Wu, et al., 2021).
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Figura 1. a) Obtencion de diferentes intermediarios a partir de cianohidrinas, b)

Sintesis de Enalapril catalizada por hidroxinitrilo liasas (HNL).

2.6 Enzimas inmovilizadas

El termino enzimas inmovilizadas se refiere a enzimas fisicamente confinadas o
localizadas en una region definida del espacio con retencién de sus actividades
cataliticas que pueden utilizarse de forma repetida (Chauhan, S. et al. 2015). La
inmovilizaciéon de enzimas se utiliza para mejorar las caracteristicas cataliticas de

las enzimas frente a varias formas de desnaturalizacion, asi como para hacer



economicamente viable el uso de enzimas costosas reforzando su uso repetido. En
general, los métodos de inmovilizacion se suelen clasificar en dos grandes
categorias: la retencion fisica y la union quimica.

Durante los ultimos afios, se han logrado abundantes avances en el desarrollo de
enzimas oxidativas inmovilizadas con enfoque en encontrar nuevos materiales de
soporte, mejorar los métodos de inmovilizacion y sus aplicaciones. Hoy en dia, las
enzimas oxidativas inmovilizadas son ampliamente aceptadas como una forma
ecoldgica de afrontar el desafio de las altas cantidades de microcontaminantes en
la naturaleza (Shakerian, et al., 2020).

2.7 Importancia y aplicacion de enzimas inmovilizada en la sintesis asimétrica

para la obtencion de compuestos con actividad biolégica

El uso de enzimas inmovilizadas en la industria se esta convirtiendo en un proceso
rutinario para la fabricacion de muchos compuestos clave en la industria
farmacéutica, quimica y alimentaria. Algunas enzimas, como las lipasas, son
naturalmente robustas y eficientes, pueden usarse para la produccion de muchas
moléculas diferentes y han encontrado amplias aplicaciones industriales. Algunas
enzimas como las transaminasas, han requerido ingenieria de proteinas para para
poder aplicarse en la fabricacion industrial. Para todas las enzimas, la posibilidad
de ser inmovilizadas y utilizadas en una forma heterogénea aporta importantes
ventajas industriales y ambientales, como un procesamiento posterior simplificado
U operaciones de proceso continuo y con un gran namero de aplicaciones a gran
escala con beneficios para las industrias alimentaria, quimica, farmacéutica,
cosmética y de dispositivos médicos, algunas de ellas apenas reportadas antes
(Basso, A., & Serban, S. 2020).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Dada la diferente actividad farmacoldgica de los enantidmeros de un farmaco, en
donde uno puede ser activo y el otro inactivo o toxico, surge la necesidad de obtener
farmacos enantiomericamente puros. Sin embargo, los compuestos que son

obtenidos mediante un proceso sintético convencional suelen ser mezclas


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Shakerian+F&cauthor_id=31521938

racémicas. En este caso, para poder desarrollar comercialmente uno de los
enantiomeros, se suelen utilizar diferentes estrategias, como la sintesis asimétrica.
La sintesis asimétrica garantiza altos rendimientos, sin embargo, implica el uso de
metales pesados o hidruros, algunas sustancias inflamables, condiciones duras de
reaccién y gasto intensivo de energia e implica el uso de materia primas no
renovables. El uso de enzimas como biocatalizadores es una alternativa verde para

la produccion de compuestos enantiomericamente puros.

Los procesos biocataliticos desempefian un rol importante en sintesis organica,
ofreciendo alternativas sostenibles a los procesos quimicos convencionales, estos
procesos presentan un menor impacto ecolégico al tener en cuenta los reactivos y
disolventes empleados, ademas con el proceso de inmovilizacion las enzimas
pueden ser reutilizadas en varios ciclos de sintesis. El uso de hidroxinitriloliasas
(HNL) como biocatalizadores se ha convertido en un método eficaz para obtener
productos de interés como lo son las cianohidrinas opticamente activas, que forman
parte de intermediarios importantes en la preparacion de compuestos quirales como
a-hidroxiacidos y sus ésteres, a-aminoacidos, a-hidroxialdehidos, glicoles y a-
hidroxicetonas presentes en farmacos, vitaminas, aditivos alimenticio vy
agroguimico, ejemplo de ellos es el (R)-salbutamol, el (R)-terbutilna, los cuales son
broncodilatadores o la norstatina la cual es un intermediario para agentes
anticancerigeno e inhibidores de la proteasa de VIH, todo estos se obtienen a partir

de las cianohidrinas.

4. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar compuestos enantiopuros utilizando como biocatalizadores enzimas de

origen vegetal inmovilizadas



4.1 Objetivos especificos

1. Utilizar desechos vegetales como semillas y vainas como fuentes de
biocatalizadores con aplicacion en sintesis asimétrica.

2. Llevar a cabo el estudio de enzimas inmovilizadas como biocatalizadores
aplicados en sintesis asimétrica.

3. Desarrollar una metodologia para llevar a cabo transformaciones quimicas
empleando enzimas inmovilizadas, con la finalidad de obtener compuestos
Opticamente puros.

4. Determinar la cantidad de proteina en los materiales vegetales utilizados
como fuente de biocatalizador.

5. Reutilizar las enzimas inmovilizadas en varios ciclos de sintesis.

5. Metodologia

Las semillas de mamey (Pouteria sapta) se obtuvieron de frutos disponibles
comercialmente. Los disolventes fueron grado analitico de Tecsiquim, el 2-
clorobenzaldehido se adquirié de Aldrich, y se utilizaron sin ninguna purificaciéon

adicional.



5.1 Preparacién de Harina desgrasada de semillas como fuente cruda de HNL

Las semillas se obtuvieron de frutos maduros adquiridos en un mercado local. Se
quita la capa superior y el tegumento de las semillas, se molié con acetona en una
licuadora, a 4 °C, se filtr6 la suspension y el proceso se repitié tres veces, el polvo
resultante se seco, tamizé y se utilizé como fuente de R-HNL (HNL-HD), se
almacend a 4 °C hasta su uso. La harina se colocd en pequefias bolsas de nailon
(0.025 mm) para manipular facilmente la fuente de HNL y realizar el reciclado, ver

figura 2.

- -

Harina desengrasada (HD)  Bolsas nailon 0.025 mm

Semillade mamey Desengrasar con acetona
Fuente de HNL con HD-HNL

Figura 2. Preparacion de la harina desengrasada (HNL-HD) de semillas de mamey

(Pouteria sapota).

5.2 Evaluacion de la Actividad enzimatica de HNL

El HCN de solucion amortiguadora de KCN/acido citrico (0.55 mL, 1 N, pH 5.0, 1.5
eq.) se extrajo con diisopropil éter (DIPE) (2 x 2 mL). Al DIPE saturado con HCN se
le anadio 5 % (v/v) de la solucién amortiguadora KCN/citratos y 100 mg de la harina
desengrasada (HNL-HD) en la bolsa de nailon. La mezcla se agité durante 10 min
a 5 °C, posteriormente se adiciono el 2-clorobenzaldehido (0.54 mmol 6 0.35 mmol),

se continud la agitacion a 5 °C por 48h, ver esquema 1.

Cl HNL Cl  OH
H P. Sapota -
SN
HCN/DIPE
5°C
2-clorobenzaldehido (R)-2-cloromandelonitrilo

Esquema 1. Adicién biocatalizada de HCN a 2-clorobenzaldehido.



Se tomaron 400 uL de la fase organica, se seco con sulfato de sodio anhidro. 50 pL
de la muestra anterior se diluyeron con 200 yL con hexano: alcohol isopropilico
(90:10) y se analizaron por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC),
para determinar el % ee. Los 350 uL restantes se utilizaron para la formacion de
acetatos y determinacién del % conversion por cromatografia de gases (CG). Las

reacciones se realizaron por triplicado.

5.3 Reciclado de la HNL

Se pesaron 100 mg de HNL y se colocaron en bolsitas de malla de nailon (0.025
mm) para manipular facilmente la fuente de HNL durante el reciclado, después de
las 48 h, las bolsitas se separaron del medio de reaccion, ver figura 3. Las bolsitas
de nailon se lavaron con DIPE entre cada ciclo de reaccion y se almacenaron a 5°C

hasta su reutilizacion. Los experimentos se realizaron por triplicado.
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Figura 3. Reciclado de la HNL durante 3 ciclos de reaccion

5.4 Sintesis del acetato del 2-cloromadelonitrilo para determinar el % de

conversion por GC

El 2-cloromandelonitrilo (3.25 mg) obtenido por medio de biocatalisis, se mezcld con
350 uL de diclorometano, 10 pL de anhidrido acético y 10 uL de trietilamina, se agit6
24 h a temperatura ambiente, se lavd con agua, se seco con NaxS0Os y se analizo

por GC, para determinar el % conversion, ver esquema 2.



(0] (0]
Cl  OH )ko)k cl ok

N
trietilamina SN

N
>N
(R)-2-cloromandelonitrilo (R)- Acetato de 2-cloromandelonitrilo

Esquema 2. Acetilacion de (R)-2-cloromandelonitrilo.

5.5 Métodos de CG para determinar el % de conversion

Para determinar el porcentaje de conversién se utilizé un cromatografo de gases HP
6890 equipado con un detector de ionizacion de flama (FID), la temperatura del
inyector y detector fue de 250 °C, columna HP-5 (30 m x 0,32 mm, 0,25 pm, Agilent
Technolgies), se empled una rampa de temperatura de 160°C por 3 minutos con un
incremento de 10°C por min hasta 170°C durante 3 min, el tiempo de analisis fue
de 7 min se utilizdo N> como gas portador a 0.8 mLmin~"'. Los tiempos de retencion
(tr) para 2-clorobenzaldehido y el acetato del 2-cloromandelonitrilo fueron de 2.6 y

5.8 min, respectivamente, ver figura 4.
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Figura 4. Cromatograma de 2-clorobenzandehido y acetato de 2-
cloromandelonitrilo por CG.
5.6 Métodos de HPLC para determinar el % de exceso enantiomérico

El porcentaje de exceso enantiomérico se determiné por HPLC en un equipo Agilent

1100, se utilizd una columna quiral Chiralcel OJ-H, fase mévil hexano:isopropanol



(96:4) con una velocidad deflujo de 1 mL/min, el tiempo de analisis fue de 21 min.
Los tiempos de retencion para (R)-2-cloromandelonitrilo y (S)-2-cloromandelonitrilo

fueron de 16.6 y 18.0 min, respectivamente, ver figura 5.

. 2-clorobenzaldehido 2-cloromandelonitrilo
) : (R} (s)
0 "E\ [g\
. \
Figura 5. Cromatograma de 2-clorobenzandehido y (R) y (S)-2-cloromandelonitrilo
por HPLC.

6. RESULTADOS Y DISCUSION
Para la determinacion de la actividad enzimatica, se llevaron a cabo 10 ciclos con

una concentracion de 0.35 mmol de sustrato (2-Clorobenzaldehido) donde el
porcentaje de conversion de 2-Clorobenzaldehido a (R)-2-Cloromandelonitrilo se
analizé mediante CG, en la figura 6 se muestra un cromatograma de los resultados
obtenidos después de la adicion biocatalizada de HCN a 2-clorobenzaldehido, el
tiempo de retencion (tr) de 2-Clorobenzaldehido es de 2.6 min., mientras que el

tiempo de retencion del Acetato de (R)-2-Cloromandelonitrilo es 5.8 min.

O oA Hb SET V25616

2-clorobenzaldehido
: Acetatode
2-cloromandelonitrilo

Figura 6. Cromatograma de los compuestos obtenidos después de llevar a cabo la
adicion de HCN biocatalizada a 2-Clorobenzaldehido y Acetato de (R)-2-

5 & 8 8 § 3 B

Cloromandelonitrilo



El ee se determind por HPLC, en la figura 7 se observan 2 picos, el tiempo de
retencion (tr) de 2-Clorobenzaldehido es de 5.2 min, mientras que el tiempo de

retencion del (R)-2-Cloromandelonitrilo (R-2a) es 16.0 min.

[ Lol TPut P aaki Som i e (L G FR 00 0 AT 1 1T HE Fraes o0 TF LA s w8 1|
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Figura 7. Cromatograma obtenido para determinar el % ee de (R)-2-

Cloromandelonitrilo

Los resultados de la adicion biocatalizada de HCN a 2-Clorobenzaldehido utilizando
harina desengrasada de mamey como fuente de HNL se muestran en la gréafica 1.
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Grafica 1. Resultados de la conversiéon de 2-Clorobenzaldehido a (R)-2-

Cloromandelonitrilo

Se puede observar que en la mayoria de los ciclos se obtuvo un % de conversién

>60%, aunque en el ciclo 4 se encuentra una disminucion de mas del 20% en la



conversion. Se observa que él %ee es > 90% a excepcion del ciclo 8 donde se
obtuvo un ee de 87%.

De acuerdo con (Martinez-Casares et al., 2020) las condiciones de reaccién (pH,
temperatura, tiempo y concentracidén de sustrato) afectan el porcentaje de ee y de
conversion, por lo que la enzima HNL al retenerse en harina de semillas desgrasada
aumenta su estabilidad y mantiene el %ee del 90% y una conversion mayor al 60%.
En el ciclo 3 y 4 se observa una disminucion en la conversion, lo cual se puede
atribuir a algun cambio en las condiciones de la reaccion, como lo podria ser el pH,

la temperatura y el tiempo de muestreo.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por (Martinez et al., 2020) donde
también se sefiala que el contenido de agua del sistema bifasico (micro acuosa) de
esta reaccion tiene un importante influencia en la actividad de la HNL y %ee de los
productos; una fase acuosa insuficiente evita la suficiente hidratacion de la enzima
y causa la agregacion de la enzima, llevando a una pérdida de velocidad inicial;
mientras que, un mayor contenido de agua podria ofrecer mas flexibilidad a la
enzima y aumentar la transferencia de masa mejorando la reaccion. Y un exceso de
fase acuosa puede acelerar la reaccidén no enzimatica espontanea y provocar una

caida en el ee del producto (Zheng, et al., 2013).

En la tabla 1 se puede observar que a una mayor concentracion de sustrato (0.54
mmol) se tiene un % de conversién y un exceso enantiomérico mas bajos que al
utilizar 0.35 mmol, lo que se puede deber a la alta concentracion del sustrato, ya
que al saturar todas las moléculas de la enzima genera que la velocidad de la
reaccion alcance su maximo y la adicion de mas sustrato no aumenta mas la

velocidad de la reaccion.

Tabla 1. Resultados de la conversion de 2-Clorobenzaldehido a (R)-2-

Cloromandelonitrilo con una concentracion de 0.54 mmol.

Muestra Sustrato Ciclo % de Conversion % ee
HMCA1 1 28.26 80.37
HMC2 2-Clorobenzaldehido (0.54 mmol) 2 27.72 81.47

HMC3 3 28.71 89.27




En la grafica 2 se muestra una comparacion de ambas concentraciones de sustrato,
a una mayor concentracion de sustrato (0.54 mmol) se tiene un % de conversion y
un exceso enantiomérico mas bajos, lo que se puede deber a la alta concentracion
del sustrato, ya que se pueden saturar todas las moléculas de la enzima generando
que la velocidad de la reaccién alcance su maximo y la adicion de mas sustrato no

aumenta mas la velocidad de la reaccion.
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Grafica 2. Resultados de la conversién de 2-Clorobenzaldehido a (R)-2-

Cloromandelonitrilo a diferentes concentraciones de sustrato.

7. CONCLUSION

La reduccion biocatalitica de 2-clorobenzaldehido a (R)-2-cloromandelonitrilo con
harina semipurificada de mamey (fuente de HNL) como enzima se realizé con el
propdsito de encontrar una alternativa respetuosa con el medio ambiente y sobre
todo con un sistema de reaccion que fuera econémicamente viable al igual que
funcional. La HNL presente en la harina de mamey se logro reutilizar en siete ciclos
de reaccion sin pérdida de su actividad biocatalitica, por lo que se concluye que los
constituyentes naturales de la harina actuan como soporte de la enzima y ayudan a
mantener su estabilidad, por lo que no es necesario purificar e inmovilizar la enzima.

Se demostré que la metodologia presentada es una alternativa a la sintesis de



cianohidrinas 6pticamente activas, aunque se debe tener un control de todos los

parametros que puedan afectar la actividad enzimatica.
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Las hidroxinitrilo liasas (HNL) son enzimas que catalizan la adicién enantioselectiva de cianuro a aldehidos o cctonas,
para formar cianohidrinas Opticamente activas, atiles en la sintesis de compuestos con actividad bioldgica como fairmacos
y agroquimicos. En este trabajo se evalu6 la eficiencia de la HNL presente en las semillas de mamey (Pouteria sapota, Ps)
y su reciclado. La HNL se recicld 8 veces, la conversion a (R)-2-cloromandelonitrilo estuvo entre 48 y 98 %, mientras que
el exceso enantiomérico fue excelente. La enzima no perdié actividad durante el reciclado.

METODOLOGI’A

La reaccién se lleva en un medio pH 5, 1 N,
durante 24 H a una temperatura de 5°C con

agitacion constante. o
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Figura 1. Adicion de HCN a 2-clorobenzaldchido utilizando HNL de semilla dc mamey. (m % ce) Porcentaje de exceso cnantiomérico y
porcentaje de conversién (M% conversion).

Como se puede observar la actividad de la enzima HNL se mantiene durante el reciclado, con una conversion >90% y una
conversion >60% y aunque se presenten fluctuaciones en él % de conversion se observa una estabilidad en la enzima.

S concLusioN N

La HNL presente en la harina de mamey se logro reutilizar en siete ciclos de reaccién sin pérdida de su actividad biocatalitica, por
lo que se concluye que los constituyentes naturales de la harina actiian como soporte de la enzima y ayudan a mantener su
estabilidad, por lo que no es necesario purificar ¢ inmovilizar la enzima. Se demostré que la metodologia presentada es una
alternativa a la sintesis de cianohidrinas Opticamente activas, aunque se debe tener un control de todos los parametros que puedan
afectar la actividad enzimética.
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Los biocatalizadores tienen ventajas importantes sobre los catalizadores quimicos, ademas son ecoamigables. Las
hidroxinitrilo liasas (HNL) son enzimas presentes en las semillas del género Prunus (almendra, capulin, cereza) y Pouteria
sapota (mamey), catalizan la adicion enantioselectiva de cianuro a aldehidos o cetonas, para formar cianohidrinas
Opticamente activas’. Las cianohidrinas son intermediarios importantes en la sintesis de compuestos con actividad
biologica como farmacos y agroquimicos. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la eficiencia de la HNL
presente en la harina desengrasada de la semilla de mamey, después de reciclarla tres veces consecutivas, para catalizar la

sintesis enantioselectiva de (R)-2-cloromandelonitrilo.

OBTENCION DE HARINA DESENGRASADA DE MAMEY
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Figura 1. Adicion de HCN a 2-clorobenzaldehido reciclando
la harina desengrasada de mamey, fuente de HNL
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Figura 2. Efecto de la cantidad de 2-clorobenzaldehido (0.35
y 0.54 mmol) sobre la adicion de HCN usando HNL
presente en la semilla de mamey.

La HNL presente en la harina de mamey se logro reutilizar en tres ciclos de reaccion sin pérdida de su actividad
biocatalitica, por lo que se concluye que los constituyentes naturales de la harina actian como soporte de la enzima y
ayudan a mantener su estabilidad, por lo que no es necesario purificar e inmovilizar la enzima. La HNL es mds eficiente
con menores concentraciones del aldehido, pero la enantioselectividad no depende de la concentracién del aldehido.
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