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1. INTRODUCCION

La biotecnologia se hace cada vez mas necesaria para complementar y modernizar
los métodos quimicos, buscando hacerlos cada vez mas amigables con el ambiente.
En el campo de la industria quimico farmacéutica, facilita el obtener farmacos y
moléculas complejas que dificilmente se podrian obtener por los métodos

tradicionales de sintesis quimica.

La biotransformacién o bioconversién, es un proceso bioldgico, donde un sustrato
es modificado mediante reacciones catalizadas por enzimas. La biocatélisis es una
herramienta Gtil en la sintesis organica, basicamente consiste en el empleo de
enzimas que pueden provenir de células microbianas, vegetales o animales, las
enzimas son los catalizadores capaces de aceptar una amplia gama de sustratos,
realizando biotransformaciones con una alta estereoselectividad!. Una de sus
aplicaciones es la produccién de compuestos homoquirales?. En los farmacos, la
interaccién de sus enantibmeros con los sitios activos es diferente, por ello la
industria farmacéutica ha empleado los procesos biocataliticos como parte de sus

programas de desarrollo de nuevos farmacos.

Las enzimas son catalizadores biol6gicos de naturaleza proteica, estas catalizan un
gran namero de reacciones necesarias para la sintesis, modificacion y degradacion
de compuestos organicos que constituyen a los seres vivos, 0 que son producidas
por estos para proteccion o comunicacién existen tres fuentes principales de
obtencién de enzimas, siendo las células microbianas de las mas utilizadas, ya que
el mundo microbiano es basto en especies, ampliando la variedad de enzimas y con
ello las reacciones sobre diversos compuestos. Por otra parte, los microorganismos
son facilmente adaptables a un ambiente artificial impuesto por los requerimientos

técnicos y econdémicos.

Las implicaciones de la estereoquimica en la terapéutica han sido bien establecidas
durante las Ultimas décadas. La mayoria de los sistemas bioldgicos tienen

preferencia por una de las formas estereoquimicas en numerosos procesos



bioquimicos. Un gran numero de las sustancias bioldgicamente activas, poseen
centros quirales y normalmente los estereoisémeros de una molécula no poseen la
misma actividad bioldgica, ya que no tienen la misma interaccion con los receptores,

esto da como consecuencia respuestas bioldgicas diferentes. ¢4

Los alcoholes secundarios Baylis-Hillman (BH) opticamente activos son de gran
interés en la manufactura de agroquimicos, farmacos y otros compuestos con
actividad biol6gica®. Sin embargo, la obtencién de estos por sintesis quimica da

mezclas racémicas®.

Este tipo de aductos se obtienen por la reaccién que involucra tres componentes:

un alqueno activado, un electréfilo y una amina terciaria’-®
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Esta reaccion puede proporcionar aductos multifuncionales, que se emplean en la

preparacién de antibidticos, B y y lactamas, isoxazoles, entre otras moléculas.

Un ejemplo es el aducto (%)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitriio (BH) es
empleado en la preparacién de importantes farmacoéforos en diversas moléculas de
importancia farmacolégica. Si se hidroliza el (%)-3-hidroxi-2-metilen-3-
fenilpropanonitrilo se obtiene el (x)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoamida o el
acido (£)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoico. Derivados del acido (x)-3-hidroxi-2-
metilen-3-fenilpropanoico, son empleados en la sintesis de diferentes

intermediarios, como:

Preparacion de antibiéticos, como Fluoranfenicol, Florfenicol, Cloramfenicol,

Tiamfenicol.®

En el presente proyecto se busca la resolucién biocatalitica de aductos BH via
hidrolisis enantioselectiva empleando Nocardia corallina B.276 y polvos aceténidos

de higado.



2. MARCO TEORICO

2.1 Biocatalisis

La biocatélisis es el proceso por el que se aumenta la velocidad de una reaccion
metabolica debido a la accién enzimética. Las enzimas no alteran el equilibrio
quimico de la reaccion que catalizan, sino que aceleran la reaccion. Intervienen
sobre la energia de activacion de las reacciones quimicas, disminuyéndola de

manera que la reaccion ocurre con mayor velocidad.

La industria farmacéutica se enfrenta a dos retos fundamentales; por un lado, debe
reducir al menos en un orden de magnitud la produccién de residuos y por otro
desarrollar terapias donde las dosis sean menores, mas selectivas y cada vez
menos toxicas. Ello implica el desarrollo de procesos de sintesis mas eficaces y
selectivos utilizando mejores catalizadores y/o biocatalizadores disminuyendo la
generacion de subproductos y el desarrollo de nuevos productos bioterapéuticos

como vacunas u hormonas.

El interés préactico del empleo de biocatalizadores en uno o varios pasos de la
sintesis de un farmaco reside en qué dada su especificidad, no es necesaria la
utilizaciébn de grupos protectores, disminuyendo asi los pasos de la sintesis,

aumentando el rendimiento y reduciendo la produccién de residuos contaminantes.

Un aspecto muy interesante a considerar y de gran importancia en la industria
farmacéutica es la capacidad que tienen las enzimas para resolver mezclas
racémicas. Gran parte de los principios activos farmacéuticos son moléculas que
poseen uno o varios centros esterogénico, de cuya correcta configuracion depende
su bioactividad. Los procesos de sintesis quimica se caracterizan en general por la
obtencion de mezclas de isbmeros que son ademas dificiles de purificar. En este
sentido, los procesos biocataliticos presentan una gran ventaja, ya que las enzimas
producen de un modo especifico y selectivo Unicamente uno de los isomeros

posibles.



2.2 Enzimas

Las enzimas son biomoléculas especializadas en la catalisis de las reacciones
quimicas que tienen lugar en la célula. Son muy eficaces como catalizadores ya que
son capaces de aumentar la velocidad de las reacciones quimicas y ademas son
altamente especificos ya que cada uno de ellos induce la transformacion de un solo

tipo de sustancia y no de otras que se puedan encontrar en el medio de reaccion.

Las enzimas se clasifican de acuerdo al tipo de reaccion que catalizan:

A) Oxidoreductasas: Actlan en reacciones de oOxido-reduccion y se les llama
también deshidrogenasas.

B) Transferasas: Transfieren grupos funcionales (grupos acilo, glucosilo, fosfatos y
equivalentes de aldehidos y cetonas) de una molécula a otra. Las quinasas

representan un grupo especializado que transfiere grupos fosfato.

C) Hidrolasas: Rompen un enlace adicionando una molécula de agua por ejemplo:
glucosidos, anhidridos, ésteres, amidas, péptidos, epoxidos y otras funcionalidades

gue contienen el enlace C-N.

D) Liasas, rompen enlaces por mecanismos distintos a la hidrélisis o la oxidacion.

Las descarboxilasas y aldolasas son ejemplos de liasas.

E) Isomerasas, catalizan reacciones de interconversion de isomeros.

F) Ligasas, unen moléculas utilizando energia proveniente del ATP. También se
llaman sintetasas (adicién o eliminacién de moléculas pequefias en uniones C=C,
C=Ny C=0).

2.2.1 Proceso enzimatico

Todas las enzimas actuan de la misma manera aun cuando el mecanismo de accion
de cada enzima es Unico. Los reactivos y los productos estan en concentraciones
cientos o miles de veces mayores que las de la enzima en una reaccion enzimatica
tipica. Por lo tanto, cada molécula de enzima cataliza la conversion en producto de

varias moléculas de reactivo. El sustrato es convertido a producto en el sitio activo



de la enzima, cuando el sustrato y la enzima se unen, se forma el complejo enzima-

sustrato (ES).1°

2.3 Actinomicetos

Los actinomicetos comprenden aproximadamente el 20-60% de la poblacion
microbiana del suelo, el olor caracteristico a tierra hUmeda se debe a su actividad
metabdlica y a la produccion de pigmentos, terpenoides y enzimas extracelulares
gue son capaces de degradar materia organica de origen vegetal y animal. Algunas
otras especies son patégenas para los humanos, animales o plantas, o son fijadoras
de nitrégeno.

Los rasgos morfolégicos que presentan las bacterias unicelulares y los hongos
filamentosos han permitido diferenciarlos y separarlos claramente en dos grandes
grupos. Sin embargo, un “grupo de transicién”, los actinomicetos, puede ser
considerado como la excepcion a la regla. Los rasgos distintivos por los cuales
durante algun tiempo se les consideré6 como miembros del grupo de los hongos
filamentosos fueron: a) la similitud en su forma de crecer y desarrollarse, b)
formacién de un filamento denominado hifas con extensas ramificaciones (micelio),
c) muchos de ellos forman micelio aéreo y esporas, y d) su crecimiento en cultivo
liquido raramente presenta la turbidez asociada con las bacterias unicelulares, sino
qgue durante el crecimiento se forman filamentos, grumos o esferas de micelio. No
obstante lo anterior, los filamentos de los actinomicetos son mucho mas delgados
que aquellos formados por los hongos. Cabe mencionar que no todos los
actinomicetos comparten estas caracteristicas, por ejemplo, algunos géneros como
Mycobacterium y Corynebacterium no producen micelio aéreo. La forma y
ornamentacion de las esporas es diversa, asi como la manera en que se agrupan,
siendo este criterio empleado para subdividir e identificar algunos grupos de
actinomicetos. Un aspecto relacionado con el desarrollo de las esporas es la
produccion y excrecion de metabolitos secundarios bioactivos que pueden ser de
varios colores y que se observan como pequefias secreciones en forma de gotitas
sobre la colonia microbiana (Figura 1). Del filo Actinobacteria, los actinomicetos son

el grupo con mas especies descritas, ademas de ser un grupo de importancia para



el hombre debido a las aplicaciones biotecnoldgicas que representa. Histéricamente
los actinomicetos han sido descritos como microorganismos que habitan en el suelo,
pero actualmente se conoce que estan ampliamente distribuidos en ambientes
acuaticos como océanos, rios y lagos, donde también se encuentran asociados a
los sedimentos, sobre todo en el material orgdnico que esta en proceso de
descomposicion. En el suelo, el tamafio y nimero de la comunidad de actinomicetos
depende de diversos factores, principalmente de las caracteristicas fisicas y
quimicas como pueden ser la textura, humedad, pH y contenido de materia
organica. Cuando se aislan actinomicetos del suelo mediante medios de cultivo
sélidos, el género predominante suele ser Streptomyces, con el 70 al 90% de las
colonias, seguido por Nocardia con 10 a 30%, y el tercero puede ser

Micromonospora que constituye del 1 al 15% de actinomicetos.

Un rasgo interesante de estos microorganismos es que durante determinadas
etapas de su ciclo de vida producen metabolitos secundarios y otras moléculas
bioactivas de utilidad para la industria, tal es el caso de la produccion de algunos
antibiéticos producidos por especies del género Streptomyces. Estos antibiéticos
inhiben el crecimiento de bacterias, levaduras y hongos de diversas categorias
taxon6micas. Debido a la importancia econdmica y médica de los antibiéticos
producidos por los estreptomicetos, estos microorganismos han sido objeto de una
variedad de estudios, y en la actualidad se continda la busqueda de nuevas
moléculas bioactivas en otros géneros de actinomicetos. Se ha determinado, por
ejemplo, que una sola especie puede producir mas de un antibiético con estructuras
quimicas diferentes. A pesar de contar con muchas moléculas con actividad
antimicrobiana, solo a poco mas de cien se les da uso comercialmente y de estas,
60 son antibidticos producidos por estreptomicetos, entre los cuales estan la
estreptomicina, espectinomicina, neomicina, tetraciclina, eritromicina y nistatina,
entre otros. Con la prevalencia de cepas patdgenas cada vez mas resistentes a
multiples farmacos, incluso a agentes antimicrobianos de ultima linea como la
vancomicina (antibiético sintetizado por un actinomiceto del género Nocardia), la
busqueda de nuevas moléculas con actividad antimicrobiana es muy relevante. Los

microorganismos que habitan ambientes extremos, nichos ecologicos inexplorados,



ambientes marinos, aquellos que son enddfitos, entre otros, estan entre las
prioridades de la exploracion biotecnoldgica. Diversos informes cientificos en salud
publica muestran que una gran variedad de bacterias patégenas de humanos como
Staphylococcus, Mycobacterium, Streptococcus, Enterococcus han desarrollado
resistencia a farmacos, fenébmeno que ha promovido la busqueda de mas y mejores
antibioticos, especialmente porque estas bacterias son una clara amenaza a la
salud mundial. Ademas, los hongos y levaduras se han convertido en una amenaza,
puesto que algunos de ellos provocan infecciones en pacientes
inmunocomprometidos, principalmente aquellas personas afectadas por VIH, o
bien, pacientes con transplante de 6rganos que deben consumir farmacos

inmunosupresores.

Los actinomicetos son cosmopolitas, estan distribuidos en los ecosistemas
naturales en todo el mundo y juegan un papel muy importante en el reciclaje de la
materia organica, dicho grupo microbiano ha recibido considerable atencién en el
desarrollo de la biotecnologia. Ademas de la funcién ecolégica de los actinomicetos,
son de gran importancia industrial y comercial debido a que han demostrado ser la

fuente mas importante de metabolitos secundarios bioactivos.!?

2.3.1 Nocardia corallina

Nocardia corallina pertenece al género de Nocardia, son bacilos gram-positivos
parcialmente &cidorresistentes.'? EI género Nocardia, pertenece al cuarto tipo
guimico de actinomicetos. En particular la Nocardia corallina es una bacteria gram
positiva aerobia obligada, capaz de crecer en presencia de una variedad de fuentes
de carbono, como alcanos, alquenos 12y nitrilos.*4

La morfologia en la mayoria de las Nocardias son bacilos gram-positivos aerobios,
parcialmente acidorresistentes, en este género es comun la formacién de
filamentos, los cuales son profundos y aéreos, estos ultimos tienden a fragmentarse
y producir células similares a esporas. Al igual que otros actinomicetos, la pared
celular contiene acidos micolicos, también llamados acidos nocardicos, a la
presencia de estos se le atribuye la acidorresistencia que puede ser débil o parcial

cuando se tifien con carbolfucsina (Método Kinyoun).



Las Nocardias proliferan con facilidad y rapidez en diversos medios de cultivo. En
aguellos que contienen agar, la aparicion de colonias es variable, de 1 a 5 dias.
Después de 7 a 10 dias se presentan colonias apiladas, irregulares, cerosas,
brillantes y de varios milimetros de diametro. A medida que se forman los filamentos
aéreos la superficie de la colonia se torna opaca y vellosa. Nocardia puede
diferenciarse de géneros similares por su capacidad para descomponer y utilizar la
parafina como una fuente de carbono y energia. Esta propiedad permite el
aislamiento selectivo de Nocardia de cultivos mixtos.®

Las especies como la Nocardia corallina y Nocardia globerla son de gran
importancia a nivel industrial como biodegradadores de nitrilos'® 'y
biotransformadores de alcoholes.!’

En particular la Nocardia corallina B-276, es de interés ya que se ha demostrado su
actividad enzimética de Nitrilo hidratasa en células suspendidas, tanto con nitrilos
aromaticos como nitrilos alifaticos.’® Ademas es un microorganismo capaz de
resolver alcoholes quirales via oxidacion enantioselectiva, biotransformando a uno
de los enantibmeros a la cetona correspondiente, como es el caso de ariletil
carbinoles y diaril carbinoles, donde tiene preferencia por el enantiomero S,
resolviendo asi el enantiomero R con buenos excesos enantioméricos (> 99 % ee)

dependiendo del sustrato. 1%

2.4 Oxidacion de alcoholes

Una de las reacciones mas comunes de los alcoholes es su oxidaciéon para dar
compuestos carbonilicos, los alcoholes primarios dan aldehidos o &acidos
carboxilicos, y los alcoholes secundarios cetonas, por lo general los alcoholes

terciarios no reaccionan con la mayor parte de los agentes oxidantes.??

Entre los agentes mas comunes que se utilizan a nivel laboratorio se encuentran los
cromatos (CrOz, Na2Cr207, K2Cr207),%?? o permanganato de potasio (KMnQO4) 2 sales
de Ni?* y Co?" en NaOCI,?* aire sobre Ag20 en medio alcalino, H202 en medio

alcalino, entre otros.

Para los alcoholes mas sensibles, con frecuencia se utiliza el clorocromato de

piridinio (PCC) debido a que la reaccion es mas suave y se efectua a temperaturas



mas bajas, también se emplean complejos de aminas terciarias con bromo como:
BQBB (Quinuclidina-2Br2) y PDB (DABCO-:2Br2), para tener reacciones de

oxidacion mas controladas.?> 26

Se han empleado diversos microorganismos para realizar oxidaciones sobre una
gran variedad de sustratos, las cuales ocurren quimio-, regio- o0
estereoselectivamente, caracteristicas dificiles de alcanzar con los métodos

quimicos convencionales.

Muchas bacterias, levaduras y hongos filamentosos son capaces de oxidar y
metabolizar diversos compuestos quimicos. Entre ellas se encuentran especies de
los géneros Corynebacterium, Pseudomonas, Candida y algunos Actinomicetos. El
género Nocardia ha sido utilizado ampliamente para la epoxidacion microbiolégica
de alguenos, siendo Nocardia corallina la que ha proporcionado los mejores

resultados?’

La oxidacién microbiologica de alcoholes primarios y secundarios a sus aldehidos y
cetonas respectivamente, es una reaccion que raramente presenta problemas en la
sintesis quimica, sin embargo, son pocos los reportes del uso de enzimas aisladas,
en este caso la alcohol-deshidrogenasa (ADH), para llevar a cabo dichas

oxidaciones, las razones de esta situacion son las siguientes:?82°

a) La oxidacion de alcoholes es termodinamicamente desfavorable, lo cual
provoca que el reciclaje del cofactor sea complicado.

b) La inhibicién por formacion de productos es un fenémeno comun, ya que los
aldehidos o cetonas formados, tienen una mayor afinidad a la parte
hidrofébica del sitio activo de la enzima que el alcohol el cual es mas polar.

c) La oxidacion enzimatica usualmente tiene mejor resultado a valores de pH
entre 8y 9.

d) La oxidacién de un alcohol secundario implica la destruccién de un centro

estereogeénico.

Se hareportado el uso de los siguientes microorganismos para efectuar oxidaciones

enantioselectivas de alcoholes secundarios Corynebacterium equi,® Rhodococcus



erythropolis,®* Bacillus stearothermophilus,®?> Yarrowia lipolytica,® y Nocardia
corallina, dando como productos de biotransformacion la cetona correspondiente y

el alcohol enantioméricamente enriquecido.

Se han utilizado células de Nocardia corallina, para llevar acabo la oxidacion de
alcoholes secundarios, como un método de resolucion microbiolégica, ya que la
oxidacion se lleva a cabo enantioselectivamente, preferentemente en el

enantiomero S.
2.5 (£)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo

El aducto (%)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo (BH), es una molécula
altamente reconocida por ser una excelente fuente para transformaciones quimicas
con varias metodologias, ya que este sustrato es empleado en reacciones como:
Friedel-Crafts, Heck, Diels-Alder, radicales, hidrogenacién, estudios fotoquimicos,
transposicion de Claisen, etc. y en el desarrollo de nuevas reacciones estratégicas

con un alto nivel de control estereoquimico.3*

El (£)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo es empleado en la preparacion de
isoxazolinas, que son importantes farmacéforos en diversas moléculas de
importancia farmacolégica.®® Pero no se describe en la literatura, si la actividad
biolégica fue determinada para cada uno de los cuatro estereisomeros posibles que
se obtendrian sin induccién asimétricas®.

Si se hidroliza el (+)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo se obtiene el (£)-3-
hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoamida o el &cido (%)-3-hidroxi-2-metilen-3-
fenilpropanoico. Derivados del acido (%)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoico, son
empleados en la sintesis de diferentes intermediarios, como:

a) También se puede sintetizar moléculas con actividad antimalaria.*®
(0]

CN



Si se hidroliza el (£)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo se obtiene el (x)-3-
hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoamida o el &cido (%)-3-hidroxi-2-metilen-3-
fenilpropanoico. Derivados del acido (z)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoico, son

empleados en la sintesis de diferentes intermediarios, como:

Preparacion de B-lactonas (a-alquiliden-B-lactonas).

OH O R

b) Derivados del &cido 3-hidroxialquil-2-metilen-propiénico, con actividad

antimalaria.3°
OH

* _COO,Me

O,N NHCHMe,

*Centro quiral

b) Preparacion de antibiéticos, como Fluoranfenicol, Florfenicol, Cloramfenicol,

Tiamfenicol.4°
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2.6 Aductos Baylis-Hillman (BH)

Los aductos Baylis-Hillman, son moléculas importantes en la sintesis organica y en
la industria farmacéutica, este tipo de aductos se obtienen por la reaccion que
involucra tres componentes: un algueno activado, un electrofilo y una amina terciaria

(Esquema 4) 3435
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Esta reaccion fue informada por primera vez en 1972, puede proporcionar aductos
multifuncionales, que se emplean en la preparacion de antibioticos, B y y lactamas,
isoxazoles, entre otras moléculas. Sin embargo, esta reaccion puede ser lenta con

algunos sustratos.36-38

La reaccion de Morita-Baylis-Hillman (MBHR) es una relativa forma reciente a la
formacion del enlace C — C.1,2 Esta reaccion ocurre entre un carbon electrofilico
sp2 (por ejemplo, aldehidos, cetonas o iminas) y la posicion de un alqueno (o
alquino) conectado a un grupo de atractores de electrones (EAG), bajo aminas
terciarias como catélisis nucledfila, que es 1,4-diazabiciclo [2.2.2] octano (DABCO)
Catalizador ampliamente utilizado. Esta reaccion genera compuestos. llamados
aductos de Morita-Baylis-Hillman (MBHA). EI MBHA han sido ampliamente
utilizados como el material de partida en el natural y sintesis de productos
antinaturales. Cuando el grupo X es N (tipicamente NTs) esta reaccion se clasifica
como Aza-MBHR y los productos de esta reaccion son los Aza-MBHA. Esta reaccion
tiene caracteristicas importantes como el &tomo completo, es econdmica, tiene la
posibilidad de realizarse en un medio acuoso o en ausencia de disolventes y en

estado libre de metales (organocatalisis).

Estas caracteristicas estan recibiendo gran atencion por parte del Quimicos
organicos sintéticos que trabajan en el area académica e industrial, laboratorios en
busca de técnicas mas ecoldgicas y eficientes, asi como protocolos sintéticos
baratos para el descubrimiento de nuevos farmacos. Una limitacién fundamental
descrita en varios articulos sobre esta reaccion es el largo tiempo de reaccion, por
ejemplo, hay reacciones que se realizaron en mas de 65 dias. Sin embargo, debido
a la utilidad sintética de estos aductos MBHA, varios protocolos han descrito una
mejora en el tiempo de reaccion y en los rendimientos, tales como el uso de
ultrasonido, altas presiones, uso de liquidos idnicos, cambio de catalizador, cambio

de solventes, irradiacion de microondas entre otros protocolos experimentales.

Se han utilizado la MBHA como intermedios sintéticos en la sintesis total. Se

sintetizaron diversos productos naturales y moléculas de interés bioldgico a partir



de MBHA o utilizando la reaccién de MBH como paso clave para la preparacién de

compuestos con interés bioldgico.

La evaluacion biolégica de MBHA preparada a partir de aldehidos aromaticos y
alquenos activados, en el primer informe de 1999, detalla una actividad antimalarica
significativa de once MBHA simples contra P. falciparum y P. berghei in vitro. Los
aductos 15 y 20 demostraron una mayor potencia contra P. berghei en una dosis de
80 mg / kg.

En 2005, Narender et al. sintetizO en excelentes rendimientos (97-98%) seis
aductos que utilizan o cloronicotinaldehidos y acrilonitrilo o metil acrilato como
material de partida, la bioevaluacién contra cepas sensibles y resistentes a la
cloroquina, mostr6 una significativa actividad para todos los compuestos

sintetizados.

Los compuestos aromaticos son significativamente mas activos que los no
aromaticos. Estos resultados respaldan los estudios previos y todos los estudios
posteriores en esta area, donde solo las MBHA aromaticas (0 heteroaromaticas) se
han sintetizado y bioevaluado. De hecho, ya se sabe que los anillos aromaticos y /
0 heteroaromaticos tienen caracteristicas ubicuas en los farmacos de moléculas
pequefias. Cuanto menor sea el numero de anillos aromaticos y / o
heteroaromaticos contenidos en un farmaco candidato, es mas facil de desarrollar
ese candidato, especificamente, mas de tres anillos aromaticos en una molécula se
correlacionan con una capacidad de desarrollo del compuesto mas pobre y, por lo

tanto, un mayor riesgo de desgaste del compuesto.

También se ha informado la bioactividad de varios MBHA como anticancerigenos.
Se obtuvieron utilizando los nitroalquenos aromaticos conjugados como aceptor de
Michael catalizado por imidazol. En su primer articulo, se obtuvieron 2411 MBHA
por reaccion entre nitroalquenos como aceptor de Michael con formaldehido usando
acido antranilico como aditivo. Los aductos se sintetizaron en rendimientos bajos a
moderados (25—-71%) y se probaron en las células de cancer cervical y demostraron
gue los aductos 54b, 54e y 54g mostraron IC50 de 2 pM, 2 uM y 3 uM,

respectivamente. Los estudios sobre el mecanismo biolégico de accién mostraron



que estos MBHA inhibian la formacion de tubulina que promueve la

despolimerizacion de los microtubulos celulares.

En una segunda investigacion, se sintetizaron once aductos que utilizan N-
tosiliminas como sustrato electrofilico (un Aza-MBHR), LiCl como aditivo que usa
1,4-dioxano como disolvente. Los Aza-MBHA 55a-55k se sintetizaron e incubaron
con células cancerosas cervicales humanas (HelLa) a concentraciones de 1 uM, 5
MM y 10 pM durante 24 h, donde los compuestos 55a, 55f y 55h mostraron una

o H._OH
Imidazole (1 Equiv.
R + J'I\ 1 Equiv. - R\;[
NO, H™ "H — ) NO,
anthranilic acid (0.1 Equiv.)
THF, r.t., 25-71% yields 54a-54k

inhibicion in vitro de las células (HeLa). > 40% a 5 uM). Estos Aza-MBHA también
inhibieron in vitro la formacion de tubulina que causa la despolimerizacién de los

microtUbulos celulares similar a la observada anteriormente.

La actividad herbicida de algunos MBHA se ha demotrado con la sintesis de
diecinueve MBHA a temperatura ambiente usando trimetilamina o DABCO como
catalizador y mostraron que 2-[(2,4-diclorofenil)(hidroxi)] metilacrilato mostré una
actividad herbicida de amplio espectro, con un control del 100% de las malezas de
hoja ancha Zinnia elegans y Abutilon theophrasti, 80% y 75% de control de malezas

de la hierba Echino chloa crusgalli y Digitaria sanguinalis.

La sintesis de nuevos compuestos que tienen estructuras disefiadas para actuar en
una patologia seleccionada, es una de las estrategias mas comunes en quimica
medicinal. Para este prop0ésito, la posibilidad de obtener una sintesis mas corta, mas
barata y mas eficiente utilizando protocolos sintéticos respetuosos con el medio

ambiente se obtiene ampliamente utilizando la sintesis MBHA.

Recientemente se sintetizaron 20 MBHA facilmente en rendimientos moderados
(50-70%) por Bhat y Singh61, a partir de diferentes aldehidos aromaticos y
derivados de vinilo activados. Estos aductos, que son derivados del acido 3-hidroxi-



2-metilen-3-fenilpropionico sustituidos de manera diferente, se seleccionaron por su
actividad antimicrobiana In vitro por el método de dilucion en serie. Muchas de estas

moléculas, mostraron potentes actividades antibacterianas y antifingicas.

Los MBHA simples se han convertido en una clase importante de compuestos
bioactivos que ya presentan actividades biolégicas diversificadas como
antipaltdicas, molusquicidas, leishmanicidas, anticagasicos, antitumorales,
antifingicos, antibacterianos y herbicidas. Ahora, la preparacion de MBHA se puede
realizar en un solo paso sintético, de manera eficiente, con varios desafios en estas
sintesis segun los aditivos y las condiciones de reaccion, un hecho que lleva a una

alta quimioselectividad.

La reaccion de Morita Baylis Hillman, ha surgido en las dltimas décadas como una
de las reacciones mas buscadas para la sintesis de diversos andamios

multifuncionales.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es de gran importancia la separacion y obtencion de compuestos
enantioméricamente puros, debido a que algunos de estos son empleados para la
sintesis de compuestos con actividad biolégica. Uno de los procedimientos
actualmente empleados en la obtencién de compuestos quirales puros son las

biotransformaciones.

Por ello se desarrollara la “Resolucion Biocatalitica del (+)-3- acetoxi -2-metilen-3-
fenilpropanoato de metilo y del (+)-3-acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanoato de etilo”.,
empleando la bacteria N. corallina y PHA se espera contar con otra alternativa para
la degradacién de nitrilos y/o oxidacion de alcoholes, ya que se cuenta con
referencias de que ésta es capaz de hidrolizar nitrilos y oxidar alcoholes
enantioselectivamente, dado que en esta molécula se encuentran ambos grupos

funcionales.



4. HIPOTESIS
Las enzimas generadas por Nocardia corallina llevaran a cabo la resoluciéon de los
enantiomeros del (+)-3- acetoxi -2-metilen-3-fenilpropanometilo y del (z)-3-acetoxi-

2-metilen-3-fenilpropanoetilo.

5. OBJETIVOS

» Objetivo general: Resolucion biocatalitica de alcoholes secundarios Baylis-

Hillman.

» Objetivos especificos:

1. Sintesis del (£)-3- acetoxi -2-metilen-3-fenilpropanoato de metilo (A) y del
(x)-3-acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanoato de etilo (B).

2. Resolucion biocatalitica de los alcoholes (A) y (B) con polvos acetonidos de
higado (PAH) y Nocardia corallina.

3. Desarrollo de los métodos analiticos (CLAR y CG) para la cuantificacion de

los excesos enantioméricos y el porcentaje de conversion del (+)-3- acetoxi -
2-metilen-3-fenilpropanoato de metilo y del (%)-3-acetoxi-2-metilen-3-
fenilpropanoato de etilo.

6. MATERIAL Y METODOS
1.- Cromatoégrafo de gases (CG) HP 6890 series.
2.- Espectrofotémetro de infrarrojo (IR) Perkin-Elmer Spectrum BX, FT-IR System.
3.- Agitador orbital REVCO
4.- Espectrofotometro de infrarrojo (IR) Perkin-Elmer Spectrum BX, FT-IR System.

5.- Cromatografo de liquidos de alta resolucion (CLAR) Agilent 1100 con detector de

UV/visible de arreglo de diodos.



7. REACTIVOS

¢ Benzaldehido, Reactivo analitico (R.A), J.T.Baker

e Acrilamida, R.A, Aldrich

e 1, 4-Diazabiciclo[2,2,2]-octano (DABCO), Aldrich

e Anhidrido acético (Ac20), R.A, Aldrich

e Diclorometano (CH2Cl2), R.A, J.T. Baker

e Sulfato de sodio anhidrido (Na2S0a4), R.A, J.T.Baker.
e Acrilato de metilo, Merck

e Dioxano, R.A, Mallinckrodt

e Acetato de etilo (AcOEt) y hexano, R.A, J.T.Baker y Tecsiquim
o Silica Gel, 230-400 mesh, 60 A, Aldrich

e Placas de Silica gel 20x20 cm., MERCK

8. METODOLOGIA

l.- Sintesis del (*)-3-acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo 3°

OAcC
CN

En un matraz balén de 100 mL se pesaron 100 mg (0.63 mmol) de (x)-3-hidroxi-2-
metilen-3-fenilpropanonitrilo con 3 mg de CuSO4-5H20 y 97 mg (0.95 mmol) de
Ac20, la mezcla se agito a temperatura ambiente durante 68 h, se lavd con una
solucion de NaHCOs, se extrajo con CH2Clz, la fase organica se sec6 con Na2SOa4
anhidro, posteriormente el disolvente organico se filtr6 y se concentré a sequedad
y purificando por placa de 20x20 (hexano:AcOEt, 80:20), se obtuvieron 60 mg de un

liguido viscoso ambar con un rendimiento de 46.90 %.



Preparacion de la muestra para el desarrollo analitico: Se pesaron 5 mg de (£)-
3-acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo, se disolvieron en 500 [JL de isopropanol
CLAR, se filtraron a través de una membrana de 0.45 [Im y el filtrado se colecté en

un vial.

Método analitico CG: Columna HP-5 (5% HP ME Siloxano, 30000 X 0.25 mm L X
ID), flujo de 0.8 mL/min, temperatura de inyeccion de 250°C, temperatura del
detector de 250 °C y horno con rampa de 50-100°C (10°C/min, 5min), 100-180°C
(10°C/min, 2min), t.r = 18.98 min.

Il.- Sintesis del acido (x)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoico “°

OH O

OH

En un matraz balon de 100 mL, se pesaron 500 mg (5.81 mmol) de acrilato de metilo,
500 mg (4.72 mmol) de benzaldehido y 1 g (8.9 mmol) de DABCO en 2 mL de
dioxano. La mezcla se agito durante 10 dias a temperatura ambiente, el dioxano fue
removido a presion reducida. Se extrajo con AcOEt, la fase organica se sec6 con
Na2SO4 anhidro, se filtré y concentré a sequedad, se purificé por cromatografia en
columna SiO2 (hexano:AcOEt, 80:20), se obtuvieron 231.83 mg de un liquido

viscoso ambar, con un rendimiento de 27.75 %.

Preparacion de la muestra para el desarrollo analitico: Se pesaron 5 mg de ()-
3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropandico, se disolvieron en 500 [JL de isopropanol, se

filtraron a través de una membrana de 0.45 [Im y el filtrado se colectd en un vial.

Método analitico CG: Columna HP-5 (5% HP ME Siloxano, 30000 X 0.25 mm L X
ID), flujo de 0.8 mL/min, temperatura de inyeccion de 250 °C, temperatura del
detector de 250 °C y horno con rampa de 50-100°C (10°C/min, 5min), 100-180 °C
(10°C/min, 2min), t.r = 20.58 min.



Método analitico CLAR: Columna Chiracel OJ, flujo de 1.2 mL/min., 90:10
hexano:isopropanol, temperatura de 25°C y un volumen de inyeccion de 20 pL, A=

230 nm, (Enantiomero R t.r= 15.68 min., Enantiomero S t.r= 28.69 min).

lll.- Sintesis del (£)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanometilo (A) y (x)-3-hidroxi-
2-metilen-3-fenilpropanoetilo (B).
Reaccién Baylis- Hillman

ﬁ FWG DABCO

RcHO + . R
CH, EWG

OH

EWG: COOMe y COOEt

(x)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo (nitrilo a)
Inicialmente se utiliz6 la columna quiral Chiracel OB-H, para la cuantificacion de la

relacion enantiomérica del nitrilo a.

Las condiciones de andlisis mas adecuadas para la separacion de los enantiomeros
fueron las siguientes: flujo 0.8mL/min., temperatura 25°C, hexano: isopropanol
(90:10), A= 230 nm, nitrilo a del Lote A: Enantibmero, E-(+) t.r= 16.38 min.,
Enantiomero, E-(-) t.r= 20.24 min.,(E-(+):E-(-), 50.18: 49.82), (Figura 1), nitrilo a del
Lote B: Enantibmero, E-(+) t.r= 16.36 min., Enantiomero, E-(-) t.r= 20.59 min., (E-
(+):E-(-), 48.70:51.30).



Figura 1 Cromatograma obtenido por CLAR del (¥)-3-hidroxi-2-metilen-3-

fenilpropanonitrilo, Lote A.
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E-(+)=16.38 min., E-(-)= 20.24 min. Columna Chiracel-OB-H, flujo a 0.8mL/min., A=
230 nm, T= 25°C, hexano: isopropanol (90:10)

I

Posteriormente se utilizé la columna OJ-H con flujo 0.6mL/min., longitud de onda
230 nm, temperatura 25°C, hexano: isopropanol (90:10), pero no separaron los

enantiomeros presentando un tiempo de retencién de 32.9 min., (Figura 2).

Figura. 2 Cromatograma obtenido por CLAR del (¥)-3-hidroxi-2-metilen-3-

fenilpropanonitrilo, Lote A.

.,ﬂ.
100+

f L 1b T le' L | ooy

Columna Chiracel-OJ-H, flujo a 0.6 mL/min., A= 230 nm, T= 25°C, hexano:
isopropanol (90:10), t.r=32 min.



Por dltimo se utilizé la columna OD con un flujo 0.6mL/min., longitud de onda 230
nm, temperatura 25 °C, hexano: isopropanol (90:10), en estas condiciones se
separaron los enantibmeros, observandose picos simétricos con tiempos de
retencion del nitrilo a del Lote A: E-(-) t.r=17.10 min., E-(+) t.r=18.23 min., (E-(-
):E-(+), 49.65:50.35), (Figura 3) y nitrilo a del Lote B: E-(-) t.r= 16.59 min., E-(+)
t.r=17.41 min., (E-(-):E-(+), 47.74:52.23), (Figura 4), la correlacién en el sentido de

la rotacion, fue asignada de conformidad con Délaigh y Connon.”

Figura. 3 Cromatograma obtenido por CLAR del (%)-3-hidroxi-2-metilen-3-

fenilpropanonitrilo, Lote A.
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E-(-): 17.10 min., E-(+) : 18.23 min., columna OD, flujo a 0.6mL/min., A= 230 nm,
T= 25°C, hexano: isopropanol (90:10).

Figura. 4 Cromatograma obtenido por CLAR del (¥)-3-hidroxi-2-metilen-3-

fenilpropanonitrilo, Lote B.




E-(-): 16.59 min., E-(+): 17.41 min., columna OD, flujo 0.6mL/min., A= 230 nm, T= 25°C,
hexano: isopropanol (90:10).

Comparando las columnas OB-H y OD en las que se logra la separacion de los
enantiomeros del nitrilo a, en la OD se tiene una mejor resolucion, con picos mas
simétricos, con respecto a la relacion enantiomérica en ambas columnas estas son
muy cercanas.

Método analitico para Cromatografia de Gases (CG): Columna HP-5 (5% HP ME
Siloxano, 30000 X 0.25 mm L X ID), flujo de 0.8 mL/min, temperatura de inyeccién
de 250°C, temperatura del detector de 250 °C y horno con rampa de 50-100°C
(10°C/min, 5min), 100-180°C (10°C/min, 2min), tiempo de retencion (t.r)= 22.019

min.

IV.- Sintesis de los acetatos (%)-3- acetoxi -2-metilen-3-fenilpropanoato de
metilo (C) y (x)-3-acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanoato de etilo (D).

CHj

OH _
- o” o
G Ac,0 /Piridina EWG
I > I
CH,
CH,

V.- Hidrdlisis biocatalitica de los acetatos (%)-3- acetoxi -2-metilen-3-
fenilpropanoato de metilo y (+)-3-acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanoato de etilo.

CH
CHj 3

=
o~ Yo
EWG A) N.corallina I
Il CH,
CH, B) PAH

R-(-)-acetato S-(+)-alcohol



Figura. 5. Cromatograma obtenido por CG del (%)-3-hidroxi-2-metilen-3-
fenilpropanonitrilo, Lote A.
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Relaciéon de area 94.08 %, t.r= 17.85 min.

Figura. 6. Cromatograma obtenido por CG del (#)-3-hidroxi-2-metilen-3-

fenilpropanonitrilo, Lote B.
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Relacion de area 90.77 %, t.r= 18.21 min.



Figura 7. Cromatograma obtenido por CG de la mezcla 1:1 del Lote Ay Lote B del ()-

3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo.
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t.r=17.69 min.
Desarrollo del método analitico utilizando CLAR y CG
(¥)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoamida (amida b)

Se desarrollé el método analitico por CLAR, para la separacion de los enantibmeros
de la amida b, columna OB-H, flujo 0.8mL/min., longitud de onda de 230 nm.,
hexano:isopropanol (90:10), temperatura de 25°C y un volumen de inyeccion de 20
uL, pero no se logré la separacion de los enantiomeros de la amida b, obteniendo
un t.r=27.95 min.

Empleando la columna Chiracel OD, flujo 0.6mL/min., hexano:isopropanol 90:10,
temperatura de 25°C y un volumen de inyeccién de 20 uL, A= 240 nm., Se separaron
los enantibmeros de la amida b, R tr= 26.08 min. y S t.r= 31.25 min. (R:S,
49.23:50.77), (Figura 8), la configuracion absoluta fue asignada de conformidad a

los resultados informados por Wang y colaboradores.4’



Figura 8. Cromatograma obtenido por CLAR de la (£)-3-hidroxi-2-metilen-3-

fenilpropanoamida.
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R :26.08 min., S : 31.25min.

En el analisis por CG de la amida b, columna HP-5, las condiciones mas adecuadas
fueron: flujo de 0.8mL/min, temperatura de inyeccion de 250°C, temperatura del
detector de 250°C, rampa de 50-100°C (10°C/min, 5min), 100-180°C (10°C/min,
2min) teniendo un t.r=22.019 min. (Figura 9).

Figura 9. Cromatograma obtenido por CG de la (*)-3-hidroxi-2-metilen-3-

fenilpropanoamida.
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t.r=22.019 min.



VI.- Obtencién de Biocatalizadores:

Adaptaciéon y crecimiento de Nocardia corallina B-276 (ATCC 31338)

La bacteria se adapté mediante siembra en placas de agar y su posterior incubacion
a 28-32°C durante 72-96 horas.

Precultivo |

Se inocularon las bacterias activadas en placas de agar en 8 matraces Erlenmeyer
con deflectores de 125 mL con 50 mL de medio liquido y 2 matraces de 250 mL,
conteniendo 100 mL de medio, se incubaron durante 20-24 horas a 28-32°C a 170

rmp.
Precultivo Il

Se transfirié el contenido de los matraces del precultivo |, cada matraz de 125 mL
con 50 mL de preinoculo I, se trasvaso a un matraz con deflectores de 250 mL con
100 mL de medio liquido y cada matraz de 250 mL con 100 mL de preinoculo | se
trasvaso a un matraz de 1000 mL con 400 mL de medio liquido todos los matraces

con deflectores, se incubaron a 28-32°C a 170 rpm durante 24 horas.

Aislamiento y activacion de células

Las células se separaron del medio de cultivo por centrifugacion a 4,500 rpm
durante 15 minutos desechando el sobrenadante, las células se lavaron dos veces
con solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.0, centrifugando en cada

ocasion bajo las mismas condiciones.

La biomasa se pesoé y se activd con 50 mL de solucién amortiguadora de fosfatos a
170 rpm, 28-32°C durante 30 min.

Biotransformaciones

Se estudié la biotransformacion de los siguientes sustratos: (z)-3-hidroxi-2-metilen-

3-fenilpropanoato de metilo y el (x)-3-acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanoato de etilo



con las células aisladas de Nocardia corallina suspendidas en solucién
amortiguadora de fosfatos a pH 7.0, con la relacion deseada de sustrato:células

hamedas, temperatura 28-32°C y a 170 rmp.

Se tomaron muestras a diferentes tiempos de reaccién, manteniendo una muestra
control (de cada sustrato con células) y un blanco de células (células de Nocardia

corallina en solucion amortiguadora).

Se utilizaron (%)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo, (z)-3-acetoxi-2-metilen-3-
fenilpropanonitrilo y el (x)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoamida, como blanco de

los sustratos, para ver su estabilidad en la solucién amortiguadora de fosfatos.

Tratamiento de las muestras

Para aislar los sustratos biotransformados de la solucién amortiguadora, se adiciono
NaCl; la mezcla se agité 10 min., posteriormente se centrifugd a 4,500 rpm/15 min.,
el sobrenadante se extrajo con AcOEt (3 x 10mL), la fase organica se seco sobre
Na2SO4 anhidro, se filtro y el disolvente se evaporo. El residuo se analizo por IRy
RMN de 3 a5 mg de éste fue disuelto en isopropanol CLAR determinando la relacién
enantiomérica por CLAR bajo las condiciones descritas para cada sustrato, por CG

se determiné el % de conversién en las condiciones descritas para cada sustrato.

9. RESULTADOS Y DISCUSION

Biotransformaciones del (x)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo

(nitrilo a)

Durante el proyecto se emplearon dos lotes de (%)-3-hidroxi-2-metilen-3-
fenilpropanonitrilo, para fines practicos se denominaron como Lote A y B, por CG
se determind la relacion de area de los lotes A y B del nitrilo a, obteniendo 94.08 %

y 90.77 % respectivamente.

Se realizaron 15 experimentos, 7 empleando el Lote Ay 8 empleando el Lote B.



Ya que al inicio del proyecto solo se contaba con la columna quiral OB-H, con ella

se analizaron los productos obtenidos de la biotransformacion.
Desarrollo del método analitico utlizando CG

.- (£)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo (nitrilo a)

El andlisis por CG del nitrilo a se llevo a cabo empleando una columna HP-5, donde
las condiciones mas adecuadas fueron: flujo de 0.8 mL/min, temperatura de
inyeccion de 250°C, temperatura del detector de 250°C, rampa de 50-100°C
(20°C/min, 5min), 100-180°C (10°C/min, 2min) el nitrilo a del Lote A tuvo un t.r =
17.85 min. (Figura 5), nitrilo a del Lote B tuvo un t.r = 18.23 min., (Figura 6). Ya
gue ambos lotes presentaron tiempos de retencién diferentes, se analizé una
mezcla 1:1 de estos lotes, donde el tiempo retencion fue 17.69 min. (Figura 7). Por
este método se determind la relacion de area del nitrilo a, (Formula 1) de cada uno
de los lotes del (%)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo, donde el Lote A tiene
relacion del 94.08 % vy el Lote B de 90.77 %.

Férmula 1:

Area (In_al nitrile a ¥ 100
% Areas

Relacion de drea=




Figura 1. Cromatograma obtenido por CG del (#)-3-hidroxi-2-metilen-3-

fenilpropanonitrilo, Lote A.
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Relacion de area 94.08 %, t.r=17.85 min.

Figura. 2. Cromatograma obtenido por CG del-3-hidroxi-2-metilen-3-

fenilpropanonitrilo, Lote B.
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Se realiz6 el andlisis por IR, comparando los espectros del nitrilo a (Figura 17) y el
producto de biotransformacioén (Figura 18). En el espectro IR del producto de
biotransformacion (Figura 18), se observa una disminucion en la sefial del grupo
hidroxi (3054 cm-1), en 2992 y 2853 cm-1 se aprecian sefiales que son producidas
por desechos de la Nocardia corallina, ya que estas sefiales también aparecen en
el blanco de células, en el mismo espectro del producto desconocido, se observa la
sefal del grupo nitrilo que es igual a la que se aprecia en el espectro del nitrilo a
(2227 cm-1). Por otra parte, se observa la presencia de una sefal en 1702 cm-1,
gue corresponde a un grupo carbonilo, que de acuerdo a la literatura aparecen en
el intervalo del grupo funcional de cetona 1765-1645 cm-1. La disminucién en la
sefal de grupo hidroxi y la presencia de un grupo carbonilo de cetona nos indica
que la biotransformacion siguid la ruta biocatalitica de la oxidacion, obteniéndose el
2-benzoilpropenonitrilo (d), sin embargo no se puede asegurar que ésta se efectue
enantioselectivamente, ya que el producto en CLAR, presenta el mismo tiempo de

retencién que el enantiomero E-(-) del nitrilo a, lo que impide determinar la relaciéon

enantiomérica.

Figura 1. Espectro de IR del nitrilo a, Lote B.
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Biotransformaciones de la (£)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoamida

Se realizaron tres experimentos empleando como sustrato la (z)-3-hidroxi-2-
metilen-3-fenilpropanoamida sintetizada quimicamente, se esperaba que la
biotransformacion siguiera la ruta de oxidacion y obtener la 2-benzoilpropenoamida
(e) o en su caso la ruta de hidrdlisis y obtener asi el acido (z)-3-hidroxi-2-metilen-3-

fenilpropanoico (4cido c), (Ver Esquema 5).

En los dos primeros experimentos se manejé una relacién 1:100 sustrato: células
himedas, en éstas no se observé conversion por CLAR, ni por CG. El primero se
dejé hasta 115 h y el segundo hasta 168 h, sin obtener resultados positivos, es decir
la amida b no sufri6 cambio alguno, esto nos llevo a realizar un tercer experimento
aumentando la relacion 1:200, dejando ésta hasta las 263 h. Por CLAR se observa
un pico a los 17.19 min. (Figura 19), que corresponde a una relacion de 20.90 contra
un 79.1 de amida b, la relacion enantiomérica de la amida b es de 51.02:48.98
(R:S), hay que hacer mencién que la materia prima tenia originalmente 48.28:51.72
(R:S).

Al analizar por CLAR (Figura 22) la mezcla de las referencias (4cido c: amida b)
los enantidmeros del acido ¢ presentan R t.r=14.56 min. y S t.r= 17.05 min., y los

enantiomeros de la amida b R t.r=25.52 min. y S t.r= 30.69 min.

Figura 1. Cromatograma obtenido por CLAR de mezcla 1:1 de productos de

referencia del acido c : amida b.

I'I'-U- Acido ¢ Amidab

Acido ¢ R: 14.56 min., S: 17.05 min.; Amida b R: 25.52 min., S: 30.69 min.



Biotransfomaciones del (x)-3-acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo

Con la finalidad de favorecer la hidrdlisis del nitrilo, se realizé la protecciéon del
alcohol del (z)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo (nitrilo a), obteniendo un
46.90 % de rendimiento, el acetato obtenido fue identificado y caracterizado por IR
y RMN.69

Esquema 1. Obtencion del (z)-3-acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo.

OH DAC

CN ae0/cus0, 5H,0 CN

ta, 120 h

Utilizando las condiciones de andlisis por CG del nitrilo a, se analizo el (£)-3-

acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo, present6 un t.r= 18.98 min. (Figura 1).

Figura 1. Cromatograma obtenido por CG del (x)-3-acetoxi-2-metilen-3-
fenilpropanonitrilo.
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Se desarrollo el método analitico para determinar la relaciébn enantiomérica por
CLAR, se inicié empleando la columna Chiracel-OD, bajo las condiciones de analisis
del nitrilo a. El (£)-3-acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo no se resuelve

presentando un t.r=10.97 min.

En la columna OB-H con flujo de 0.8 mL/min, 90:10 hexano:ispropanol, A= 254 nm
y T=25 °C, se separaron los enantidmeros E1 t.r= 19.15 min., E2 t.r= 22.92 min.,

pero la resolucion no fue adecuada ya que los picos fueron gausianos.

Con la columna OJ-H con flujo de 0.8mL/min, 90:10 hexano:isopropanol, A= 230 nm
y T=25°C, la resolucion y separacion de picos fue mas adecuada, enantiomero E1
t.r=29.18 min., E2 t.r=41.32 min.,(E1:E2, 52.23:47.77), (Figura 2).

Figura 2. Cromatograma obtenido por CLAR del (+)-3-acetoxi-2-metilen-3-

fenilpropanonitrilo., columna OJ-H.

mALl ] 2
200 -} B B2
H

200 ]

o

-

100 [ I
. [ - 1 H' §
11 [ e S S S ——— I T VN ¢ N T SN U -

E'-----. T T L i T pre ey = Py - R T —— A g

'

E1: 29.18 min., E2: 41.32 min., columna OJ-H con flujo de 0.8mL/min, 90:10
hexano:ispropanol, A=230 nmy T= 25°C.

Se sintetizaron los alcoholes quirales BH como: (%)-3-hidroxi-2-metilen-3-
fenilpropanonitrilo 1, acido (z)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoico 2 y sus ésteres
(x)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoato de metilo 3a, (z)-3-hidroxi-2-metilen-3-
fenilpropanoato de etilo 3b y el ()-3-acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo 4 y los
acetatos de los alcoholes 1, 3a (Ac-3a) y 3b (Ac-3b). Los porcentajes de conversion
de los alcoholes 3a y 3b por reaccion quimica fueron inferiores al 25%, y los
productos de purificacion fueron menores al 20%, estos bajos rendimientos se
pueden asociar a los subproductos obtenidos en la reaccion quimica, a los dimeros

correspondientes a los acrilatos empleados, asi como al benzaldehido que no



reacciono y al &cido benzoico que se forma por el tiempo prolongado de agitacion,
las reacciones fueron monitoreadas por 300 horas, se probando diferentes medios
de reaccidon para incrementar los porcentajes de conversion y disminuir los
subproductos, sin mejorar estos resultados. Para realizar las acetilaciones se
empled anhidrido acético, sulfato de cobre y cloruro de metileno, como medio de

reaccion, estas reacciones dan porcentajes de conversion superiores al 80%.

Se obtuvieron cantidades inferiores a los 100 mg de 3a, Ac-3a, 3b y Ac-3b, que
permitieron obtener los estandares de los alcoholes y acetatos correspondientes los
cuales se caracterizaron por IR (Infrarrojo). El (x)-3-acetoxi-2-metilen-3-
fenilpropanonitrilo, fue el Unico acetato que se logré obtener con porcentajes de
conversion superiores al 90 %, fue purificado por columna, se obtuvo con una
pureza mayor a 98%, empleandose para llevar a cabo la seleccion de

biocatalizadores.

Después de una revision bibliogréfica y con los resultados obtenidos previamente,
se seleccionaron los polvos acetonidos de higado (PAH) de res y puerco, asi como

células aisladas de Nocardia corallina B-276, esta adaptada en Medio GYEA.

Biocatalisis con PAH de res y puerco: La biocatalisis se llevd a cabo empleando
como codisolvente Dimetilformamida (DMF) al 0.6% v/v, PAH suspendidos en una
solucion amortiguadora de fosfatos 0.5M pH 8, relacion BH:PAH de 1:1.24 (p/p), se
monitore6 a diferentes tiempos de biotransformaciéon a 30°C y 150 rpm con
seguimiento de la hidrdlisis por CG. Basavaiah y Dharma, emplearon PAH de
puerco relacion 1:1.24 (BH:PAH, w/w), teniendo la resolucion del S-(+)-alcohol y R-
(-)-acetato, con un ee de 60% y 42% de hidrdlisis a las 9 horas. Nuestros resultados
empleando las mismas condiciones fue el 100% de hidrolisis y 60% de ee del S-(+)-
alcohol con los dos PAH empleados (res y cerdo), al incrementar la relacion del PAH
1:15 en 10 minutos se tenia un 52% hidrélisis con PAH de res y un 41% hidrolisis
con PAH de puerco, estadisticamente no hay diferencia significativa entre la
actividad de estos dos biocatalizadores, pero empleando esta relacion no hay
enantioselectividad, en ningun caso. Cabe resaltar que se realizaron experimentos

con diferentes relaciones BH:PAH, pero las condiciones antes mencionadas fueron



las més dptimas para la resolucion enantioselectiva del aducto BH 4, todos los

experimentos se realizaron por triplicado.

Biotransformacion con células de Nocardia corallina B-276: Para la obtencion
de células de Nocardia corallina B-276, esta fue adaptada medio GYEA (10g/L de
Extracto de Levadura y 10g/L de Glucosa). La biotransformaciéon se llevo a cabo
empleando como codisolvente DMF al 0.6% v/v, adicionando células de N. corallina
suspendidas en solucién amortiguadora de fosfatos 0.1M pH 7, se realizaron
diferentes biotransformaciones modificando la relacion BH:células humedas,
monitoreando a diferentes tiempos de biotransformacién a 30°C y 150 rpm con
seguimiento de la hidrolisis por CG. Con el medio GYEA se obtuvieron de 11 a 15¢g/L

de biomasa.

Empleando el medio GYEA, relacién 1:1.24, a las 72h, se obtuvo un 53.67% de
hidrélisis y un 68.66% ee del S-(+)-alcohol, incrementando la relacién a 1:10, se
reduce el tiempo de hidrdlisis a 50 min se obtuvo 65% de hidrdlisis y 64.18% ee. Se
determind que el pH influye en el proceso de resolucion enzimatica con N. corallina,
después de separar las células del medio de crecimiento, se mide el pH de este,
como ya se menciond anteriormente se seleccion6 medio GYEA, para la obtencién
de biomasa ya que se obtenia mayor cantidad de biomasa, se obtuvieron 3 lotes
diferentes pH del sobrenadante 6.5, 7.1y 7.3, se realizaron biotransformaciones con
relacion 1:10 de BH:células, en tiempos de 10 a 90 min, en intervalos de 10 min,
con pH de 6.5 a los 90 min se obtiene un 12 % de hidrdlisis, con pH 7.1, 15.69 % de
hidrdlisis, en tanto el pH optimo fue el de 7.3 con un 93 % de hidrdlisis y 65%ee, en
los otros lotes los ee fueron inferiores al 15 %. Con las células de N. corallina
obtenidas el medio GYEA se obtienen mejores resultados, que los reportados con
PAH, se requiere seguir realizando experimentos para encontrar la relacion

BH:células y el tiempo optimo para incrementar el ee.

Los experimentos con el (£)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo 1, empleando
células de N. corallina, se tienen reportes, que esta tiene actividad de nitrilo
hidratasa y amidasa, se probaron diferentes relaciones hasta 1:1000 BH:células y
tiempos superiores a las 200 horas, sin obtener los productos de hidrolisis deseados



(amida o acido correspondientes), se tienen que evaluar la biomasa con otros pH 'y

tiempos de biotransformacion.

Se desarrollaron los métodos analiticos para la cuantificacion de los porcentajes de
conversion por Cromatografia de Gases (CG) y los ee, por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucién (CLAR).

Método CG (% de conversion): Se emple6 una columna HP-5 de alta resolucion
(30m, D.1 0.25mm, pelicula 0.25 um), las temperaturas empleadas en el inyector y
detector fueron de 250°C, en el horno se empleo una rampa la temperatura inicial
fue de 50°C, se subid 10°C/min hasta 180°C se dejo 10 min esta temperatura y se
bajo 10°C/min hasta 50°C, se empleo un flujo de 0.8 mL/min. Donde los tiempos de

retencion (tr) de los productos y subproductos son los siguientes:

(%)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo 1, 14.44 min.

Acido (z)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoico 2, 20.60 min.
(x)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoato de metilo 3a, 14.38 min.
(x)-3-acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanoato de metilo Ac-3a, 17.01 min.
(%)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoato de etilo 3b, 16.04 min.
(x)-3-acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanoato de etilo Ac-3b, 21.66 min
(x)-3-acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo 4, 14.44 min.
Benzaldehido, 7.28 min.

Acido Benzoico, 10.12 min.

Dimero de acrilato de metilo 3.56 min.

Dimero de acrilato de etilo, 4.47 min.

Método CLAR (% ee): Se emplearon diferentes columnas quirales como la Chiracel
OD (para ee alcoholes BH) y OJ-H (para ee de los acetatos BH y acido 2), se empleo
un gradiente de 90:10 de hexano:isopropanol (v/v), con un flujo de 1.0 mL/min. Se

obtuvieron los siguientes tr:

(%)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo 1, Er: 14.60 miny Es: 16.72 min.
(x)-3-acetoxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo 4, Er: 28.00 min y Es: 42.56 min.

Acido (+)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoico 2, Er: 15.68 min y Es: 28.69 min.



10. CONCLUSIONES.

Se desarrollaron los métodos analiticos necesarios para el analisis del (£)-3-hidroxi-

2-metilen-3-fenilpropanonitrilo, el &cido (x)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanoico,

(x)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanometilo y (x)-3-acetoxi-2-metilen-3-

fenilpropanoetilo.

Se obtuvieron los siguientes compuestos:

(x)-3-hidroxi-2-metilen-3-fenilpropanonitrilo, el acido (£)-3-hidroxi-2-metilen-3-
fenilpropanoico, por el método reportado por Drewes y colaboradores.*°
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