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1.RESUMEN

La industria farmacéutica esta en constante busqueda de métodos eficientes y
sostenibles para la sintesis de moléculas innovadoras. La L-teanina, es un
aminoacido no proteico, presente en las plantas del té& (Camellia sinensis), ha
generado un interés significativo en la industria farmacéutica debido a sus
propiedades ansioliticas, neuroprotectoras y promotoras de las funciones
cognitivas en el ser humano. La sintesis de este compuesto no se genera por los
meétodos sintéticos tradicionales, sino a través de la biocatalisis. En este trabajo
se busca estudiar reacciones enzimaticas utilizando Polvo Acetonico de Higado
de Pollo (LAP’s, por sus siglas en inglés), Brotes de chicharo y Raiz de brotes de
chicharo como biocatalizadores de facil acceso para efectuar la sintesis de
L-teanina. Durante la experimentacion se demostr6 que con las 3 rutas
propuestas no se logré la sintesis de L-teanina a pesar de las variaciones en las
condiciones de reaccion consideradas. Sin embargo, se logré establecer un
meétodo de extraccion y purificacion de L-teanina que sirvié para la obtencion de
dos muestras de referencia de diferentes marcas comerciales (Biomiral® y
Anédhuac®) el cual es efectivo sin importar si la tableta es compuesta o no.
También, se logré establecer una metodologia de identificacion y analisis
comparativo usando Cromatografia en Capa Fina (TLC) y separacion de
compuestos a través de la Cromatografia en columna. Adicionalmente, se
evaluaron las reacciones obtenidas a través del analisis por Resonancia
Magnética Nuclear 1H (NMR-1H), dondé el andlisis de los espectros obtenidos
permiti6 demostrar que la sintesis no ocurri6. Ademas, se evidencid que
compuestos como la Etilamina utilizada como reactivo era susceptible a
evaporacion a temperaturas superiores a los 20 °C, que la L-Teanina de
referencia extraida de cada una de las dos tabletas comerciales (Biomiral® 'y
Anahuac®) eran susceptibles a degradarse con el tiempo, a pesar de modificarse
sus condiciones de almacenamiento. Finalmente, el presente proyecto permitié
establecer un marco experimental para la sintesis de L-teanina, proporcionando
evidencias que serviran de referencia para nuevas lineas de investigacién que
pretendan incurrir en la sintesis enzimatica de L-teanina utilizando

biocatalizadores de facil acceso.



2.INTRODUCCION

En la industria farmacéutica, la constante busqueda de métodos eficientes y
sostenibles para la sintesis de moléculas innovadoras ha desarrollado un
creciente interés en la aplicacion de enzimas como herramientas cataliticas
empleadas en reacciones sintéticas. Asi, la L-teanina, un aminoacido no proteico
presente en las plantas del té, ha generado un interés significativo dentro de la
industria farmacéutica debido a sus efectos positivos en la salud del ser humano,
dentro de los cuales se encuentran propiedades ansioliticas, neuroprotectoras y

promotoras de las funciones cognitivas.

Sin embargo, la forma mas comun de obtener la L-teanina es a través de dos
procesos, en primer lugar, la extraccion de las hojas de té (Camellia sinensis) esto
implica que el proceso de obtencién se vuelva costoso, la explotacion de los
recursos naturales, asi como la pureza y el rendimiento del producto final se ven
comprometidos. En segundo lugar, los métodos convencionales de sintesis estan
asociados con desafios ambientales y econdmicos, pues las rutas sintéticas
generan productos secundarios o se obtienen productos compuestos por mezclas
racémicas, los cuales requieren un tratamiento especial para aislar el producto de
interés. En este contexto, el uso de enzimas como biocatalizadores emerge como
una herramienta alternativa que pueda emplearse dentro de las rutas sintéticas,

brindando estereoselectividad y sostenibilidad en la produccién de L-teanina.

La sintesis enzimatica de L-teanina emplea enzimas que catalizan la unién entre
sus dos precursores, L-glutamina y etilamina, para dar lugar a la formacion de
L-teanina a través de un proceso conocido como “transaminacion”, la cual es la
ruta biosintética que emplean las plantas de té para sintetizar la L-teanina en sus
raices. Asi, la seleccion de las enzimas y el establecimiento de las condiciones de
reaccion son aspectos fundamentales para lograr una sintesis eficiente de

L-teanina.

Debido a esto, la sintesis de L-teanina actualmente no se realiza por métodos
sintéticos tradicionales, sino a través de biocatalisis partiendo de los mismos

precursores que se emplean para la sintesis como ocurre en C. sinensis los



cuales pueden hacerse reaccionar a través de varios biocatalizadores, por
ejemplo, en 1998 se reportd el uso de glutaminasa para la obtencion de este
compuesto (Tachiki et. al, 1998), en 2005 se documenté el usd glutamina
sintetasa (Yamamoto, 2005) y en 1964 se report6 el uso de polvos acetdnicos de
higado de pichon (LAPs) (Sasaoka et. al., 1964).

En este trabajo se busca explorar la sintesis enzimatica de L-teanina, examinando
diversas rutas enzimaticas con la posibilidad de disefar rutas sintéticas que
involucren el uso de varias enzimas, lo cual permitira obtener diferentes
rendimientos. Esto nos permitira evaluar las limitaciones y examinar la viabilidad
de implementarlas a un proceso industrial en base al rendimiento obtenido. Asi, la
seleccion de las enzimas y el establecimiento de las condiciones de reaccidn son
aspectos fundamentales para lograr una sintesis eficiente de L-teanina. De esta
manera, el éxito de este proyecto de investigacién ofrece nuevas perspectivas a
la produccion sostenible de L-teanina, con una potencial aplicacién dentro de la

industria farmacéutica.

3.MARCO TEORICO

La Teanina (ver tabla 1) es un aminoacido no proteico que se encuentra de forma
natural en las hojas del té (Camellia sinensis). Este compuesto comunmente se
encuentra en las infusiones de té negro, té blanco y principalmente en el té verde
(Unno et.al,. 1999). Ademas de aportar el sabor umami caracteristico a las
infusiones de té (Sakato, Y. 2008). En su estructura quimica (ver figura 1)
contiene un centro quiral, segun Desai (2013), el enantiomero D presenta
propiedades farmacocinéticas y metabdlicas diferentes a las presentes en el
enantidmero L, ademas de que demostrd, a través de pruebas en modelos
murinos, que al administrarse una mezcla racémica se inhibe la absorcion de
teanina, esto ocasiond un aumento en los niveles en plasma de etilamina debido
a la degradacion metabdlica de la molécula. También, observaron que al
administrarse por si solos cada uno de los enantidmeros, la L-teanina presenta
una mayor absorcion en el intestino en comparacion con la D-teanina. Es por esto
que Desai et. al.,, (2005) concluyeron que es evidente que en el metabolismo

existe una absorcion estereoselectiva y que la actividad farmacologica de la



administraciéon de D-teanina y mezclas racémicas son desconocidas. Debido a
esto, el interés farmacoldgico de la teanina se centra en la administracién del
enantidmero L, pues ha demostrado tener diversas propiedades benéficas en el
organismo humano; Segun Siamwala (2013) ayuda a proteger la funcién
cardiovascular al promover la produccidon de oxido nitrico, un compuesto
regulador de las funciones vasculares en las células del endotelio. En 2009, Liu
et. al., demostraron un efecto reductor en el crecimiento in vitro y ex vitro de
lineas celulares de cancer de pulmon. Segun Kanarek et. al. (2011) la ingesta de
este compuesto mitigaba las respuestas al estrés. En 2010, Takagi et. al., a través
del uso de modelos murinos demostraron que la administracion combinada de
L-teanina con L-cisteina mejoraba la produccion de anticuerpos IgG especificos
del virus de la gripe a través del aumento de la sintesis de glutation (GSH), lo que

promueve la eficacia de la respuesta inmune.

Tabla 1. Informacion general de la L-teanina.

Nomenclatura acido 2-amino-4-
IUPAC (etilcarbamoil) butirico.
Numero CAS 3081-61.6
@ O
Férmula molecular | C;H,4,N,O4
/\ w
H OH Peso molecular 174.20 g/mol.
NH
2 Punto de fusién | 117 °C (243 °F).
Figura 1. Estructura quimica de la
L-Teanina. Solubilidad Soluble en agua.
Insoluble en etanol, metanol,
cloroformo y éter.
Apariencia Polvo cristalino blanco
Rotacién 6ptica +7.5° a +8.5°

3.1 Biosintesis.

En C. sinensis la sintesis de L-teanina ocurre principalmente en las raices, donde
posteriormente es translocada hasta las hojas (Deng, 2008). Los precursores
empleados son el acido I-glutamico y la etilamina, este ultimo es producido a partir

de la alanina a través de la actividad de la alanina descarboxilasa. Finalmente, la




L-teanina es formada a partir de la ligadura de estos precursores por la teanina

sintetasa (ver figura 2).

Figura 2. Biosintesis general de la L-teanina.

O 0] o) o
Teanina sintetasa
HO gy o+ 2 Ny ———— /”‘“gww
NH2 U, calor NH2
Acido L-glutamico Etilamina L-Teanina

Ademas, la L-Teanina puede ser degradada de vuelta a sus precursores
nuevamente, pero esto ocurre solamente una vez que se encuentra en las hojas
de C.sinensis, donde se hidrolizada a través de la exposicion a la luz solar y al
calor (Chu, 1997). Debido a esto las concentraciones de teanina en las hojas de
té pueden variar dependiendo de las condiciones climaticas a las que haya

estado expuesta la planta.

3.2 Biocatalisis.

La L-teanina puede sintetizar tedricamente a base de acido L-glutamico y
etilamina, precursores por los cuales se biosintetiza en C. sinensis. Sin embargo,
la primera sintesis organica se realizé a partir de acido pirrolidona-5-carboxilico y
una solucion del 33% v/v de etilamina acuosa en condiciones de 37 °C,
obteniendo un rendimiento del 9% de y-etilamida de acido glutamico
(nomenclatura que se le asigné antes de ser denominada popularmente como
L-teanina) (Lichtenstein, 1942). En afios recientes, se han propuesto mas rutas
sintéticas para la obtencién de este compuesto con mejores rendimientos, pero
implican diversas desventajas como un elevado costo, la obtencion de mezclas
racémicas entre sus dos enantiomeros, L-teanina y D-teanina y metodologias
para el aislamiento de la L-teanina costosas y con generacion de productos
secundarios nocivos.

Debido a esto, la sintesis de L-teanina actualmente no se realiza por métodos
sintéticos tradicionales, sino a través de biocatalisis que, por definicion, se refiere
al uso de células o enzimas aisladas que fungen como catalizadores en

reacciones organicas aplicadas a la obtencidon de un compuesto de interés



(Arroyo, 2014). Cuando se propone una ruta sintética para la obtencién de
L-teanina, se comienza con los mismos precursores (ver figura 2) que se emplean
para la biosintesis que ocurre en C. sinensis, las rutas propuesta (ver tabla 2)
incluyen en uso de enzimas presentes en bacterias capaces de catalizar dicha
reaccion. Sin embargo, la obtencion de enzimas que sirvan como catalizadores de
reacciones no solo son obtenidas exclusivamente de bacterias, sino también se
ha reportado en la literatura que pueden provenir de polvos alcohdlicos de higado
de caballo (Jakovac, 1982), polvos acetdénicos de higado de pichon
(Sasaoka,1964), polvo de higado de rata y cerdo (Porter, 1979).

En general, se puede observar que el uso de estos dérganos provenientes de
mamiferos puede ser empleado como una fuente de enzimas para biocatalisis
debido a su alto contenido de enzimas, en la Tabla 2 se mencionan algunas de

las enzimas presentes en los érganos mas empleados en esta técnica.

Tabla 2. Biosintesis de L-teanina empleando enzimas bacterianas.

Reactivos Enzima Reaccion
0 0
' +Pi 0 o}
HOWOH G.Iutamlna /\NH2 L
' NH, sintetasa. . f /\NJ\/\‘/LLOH + H,0
Acido L-glutamico (Yamamoto, Ghitmriiimss H NH,
2005) 0 o
/\NHE HOWDH
. ) NH.
Etilamina
/\NH2 0] O

O 0 Clutaminasa /\NJ\/\‘/U\OH + NHa

HO)K/YH\OH Glutaminasa. + —_— H NH,
NH (Tachiki, 1998) 0 o] —
L-glutamina HOWOH

NHz

~ " NH,

Etilamina




< NH, o) 0

y-Glutamil TN
i transpeptidasa NJ\/\l/U\OH + NHa

H NH,
(0] 0] L-Teanina
HOW\OH
_ NH;
y-Glutamil
transpeptidasa.
B Zhou, 2008
H£VDMOH ((Zhang 201 0)) /\NHE T i
I I ) y-Glutamil /\N)WU\OH + CH,OH
4 transpeptidasa H :

Ester y-metilo de NF2

acido L-glutamico

NH,
H,C ) OH
WL
/\NHQ M
0 0

Etilamina

L-Teanina

4. OBJETIVOS DEL PROYECTO

4.1 OBJETIVO GENERAL

> 3.1.1 Estudiar reacciones enzimaticas utilizando biocatalizadores de facil

acceso para efectuar la sintesis de L-Teanina.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS O PARTICULARES

> 3.2.1 Realizar una busqueda bibliografica acerca de las metodologias

donde se utilicen biocatalizadores para la sintesis de L-teanina.

> 3.2.2 Aislar y purificar la L-teanina de una fuente comercial para utilizarla

como referencia.
> 3.2.3 Elaborar un modelo experimental que permita la obtencion de

L-teanina biocatalizada a partir del L-glutamina y etilamina utilizando

biocatalizadores de facil acceso.
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> 3.2.4 Comparar el producto obtenido de la biocatalisis con el aislado a
partir de una fuente comercial haciendo uso de la técnica de cromatografia

de liquidos de alta resolucion (HPLC).

5. METODOLOGIA UTILIZADA

5.1.1 Obtencién de L-Teanina de referencia.

Se molieron 2 tabletas de L-triptéfano/L-teanina (mem-eh, biomiral®) de 800 mg
cada una, se disolvieron en un matraz bola con 40 ml de EtOH. La mezcla se
sometié a un bano de aceite a 40 °C durante 24 horas con agitacion moderada.
Transcurrido el tiempo, se filtrd al vacio durante 15 minutos y se dejé secar el
EtOH durante 24 horas a temperatura ambiente dentro de una campana de
extraccion. Al dia siguiente, el EtOH no se habia evaporado, por lo que se

procedi6é a evaporar en un rotavapor.
5.1.2 Cromatografia en capa fina (TLC) de Tabletas Mem-eh contra L-triptéfano.

Para identificar la marca caracteristica de la L-teanina se empled L-triptéfano
(Sigma-Aldrich) como referencia para identificar cual de las marcas era la
correspondiente a la teanina contenida en el polvo obtenido, la fase maovil de la
camara cromatografica se preparé segun la siguientes proporciones
1-BuOH/acetona/ac. acético/H,O (7:7:2:4) respectivamente. Se utilizaron placas
de silica gel para TLC (Merck) de 1.5 cm x 6.5 cm de dimensiones. Las muestras
se prepararon diluyendo un poco del polvo extraido en EtOH, su baja solubilidad
requiri6 de calentar el EtOH para una mejor solubilizacién. El L-triptéfano de
referencia se intentd diluir en H,O, sin embargo aunque se calent6é esto no fue
posible, en su lugar se sustituyd por n-BuOH caliente para diluirse (rapida
cristalizacién). Para el revelado de la placa se prepardé una solucién segun
Feldheim et. al. en 1986 con las proporciones de Ninhidrina 97%/MeOH (2:1)
respectivamente. La aplicacion de la solucién reveladora sobre la cromatoplaca
se modifico de la referencia original, en su lugar se utilizé un trozo de algodén, el

cual se impregné de la solucion y se hizo pasar sobre la placa partiendo desde su
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base, procurando mojar bien la placa en un solo intento como se muestra en la
figura 3. La placa se reveld con ayuda de una parrilla caliente sobre la cual se

dejé la cromatoplaca hasta que revelara manchas purpuras/rosadas.

Figura 3. Aplicacion del revelador sobre
placa.

Manchas purpuras/rosadas

— —
que deben aparecer

Direccion de movimiento del algodén con revelador

5.1.3 Preparacion del 1er biocatalizador de polvo acetdnico de higado de pollo
(LAP).

Se emplearon 2 higados de pollo, los cuales fueron obtenidos de un mercado
local cercano a la universidad, los cuales se molieron en una licuadora con
acetona cbp cubrirlos hasta obtener una solucién color café claro con consistencia
viscosa. Esta solucion se filtré al vacio hasta eliminar por completo la acetona de
la masa color café retenida. Se volvio a realizar un segundo procesamiento con
acetona cbp cubrirlo y una segunda filtracion al vacio hasta eliminar la acetona de
la masa café. Para reducir los grumos de la masa se traspasd a un mortero y se
molié hasta terminar de evaporar la acetona y deshacer los grumos contenidos en
ella y obtener una consistencia de polvo. Finalmente se dejo secar el polvo dentro
de un desecador al vacio durante 24 hrs. Transcurrido el tiempo se almacend en

refrigeracién dentro de un frasco ambar.

5.4 Sintesis enzimatica de L-teanina catalizada con LAP

En un vial se agregaron 2.0 mL de buffer TRIS-HCI 1M a pH 8.5, 12.2 mg de
MgCl,-6H,0 y 50 mg de LAP. El vial se introdujo en una incubadora a 35 °C

12



durante 30 minutos con agitacion constante. Posteriormente, se adicionaron 50
mg de acido glutamico (mezcla racémica L-D) y 0.15 mL de solucion de etilamina
(Et;N). La reaccion se introdujo a una incubadora a 35 °C con agitacion constante
durante 24 horas. Transcurrido el tiempo la reaccién se siguid por TLC utilizando
la misma metodologia propuesta en el apartado 5.1.2.

Posteriormente del revelado, se afadieron 0.30 mL de Et,N para asegurar la
reaccion, se introdujo en una incubadora a 35 °C con agitacién constante durante
24 horas. Transcurrido el tiempo la reaccion se realizd una segunda TLC
utilizando la misma metodologia propuesta en el apartado 5.1.2, afiadiendo una
segunda placa TLC del acido glutamico de referencia contra la reaccion con
CLAP.

5.5 Filtracién y seguimiento de la 12 sintesis enzimatica catalizada con LAP

Después de 312 horas, la reaccion se filtré y sobre celita, se enjuagdé con
etanol/metanol (1:1) caliente y se dejo dentro de un desecador al vacio durante
24 horas. Posteriormente se le realizé TLC al filtrado para comparar con la
L-teanina de referencia. Adicionalmente se realizé co-spot de tabletas vs reaccion

vs Ac. glutamico

5.6 Cromatografia en columna de silica gel de la primera reaccion catalizada con
LAP.

El contenido del vial de la primera reaccion catalizada con LAP se dejo dentro de
un desecador durante 7 dias, obteniendo una sustancia de consistencia viscosa
color amarillo. Posterior a este tiempo, se prepardé una columna de vidrio con
silica gel (fase estacionaria) y un tapén de arena en la parte superior. Se hizo
correr un eluyente de EtOH/H,O (8:2) para humedecer Yy fijar la fase estacionaria.
Posteriormente se preparo la fase mévil diluyendo 0.5 g de la sustancia obtenida
del vial con el mismo eluyente y se calento lo suficiente para disolverlo. Después,
se hizo pasar la fase mévil a través de la columna con ayuda de aire comprimido,
inmediatamente se recuperaron fracciones de 1 mL en tubos de ensayo hasta un
total de 30 fracciones. Se procedio a realizar TLC en co-spot de 4 muestras en

cada una de las placas de silica gel.
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5.7 22 obtencion de L-Teanina de referencia.

Se obtuvieron tabletas de L-teanina comerciales de la marca Anahuac® y se
procedié a seguir la misma metodologia de extraccion empleada en el punto 5.1.
con la finalidad de sustituir la L-teanina de referencia extraida de las tabletas

Mem-eh, y usarla en los proximos experimentos.

5.8 22 sintesis enzimatica de L-teanina ¢/ Ac L-glutdmico y LAP

Se repite el experimento realizado en el punto 5.4, con la modificacion de que se
emplea como reactivo exclusivamente el enantiomero acido L-glutamico, en lugar
de la mezcla racémica de acido L-D glutamico. En un vial se agregaron 2.0 ml de
buffer TRIS-HCI 1M a pH 8.5, 12.2 mg de MgCl,-6H,0 y 50 mg de LAP. El vial se
introdujo en una incubadora a 35 °C durante 30 minutos con agitacion constante.
Se afiadieron 50 mg del enantiéomero acido L-glutamico y 0.15 mL de solucién de
etilamina (Et,N). La reaccioén se introdujo a una incubadora a 35 °C con agitacién
constante realizando TLC y agregando 0.30 ml de Et,N cada 24 horas durante 72
horas. Posterior a este tiempo, la reaccion se dejé 120 horas mas, donde se

detuvo la reaccion.

5.9 Sintesis enzimatica de L-teanina utilizando Ac. L-glutamico catalizada con

brotes de chicharo.

En primer lugar, se tuvieron que obtener brotes de chicharo (Pisum sativum), para
lo cual se obtuvieron semillas de la marca Germinal® y se germinaron en un
frasco por 7 dias hasta obtener un brote de 4.5 cm (ver figura 4). Adicionalmente,

se preparo un buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7.2.

Después, en un vial se agregaron 2.0 mL de buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7.2,
12.2 mg de MgCl,-6H,0 y el brote de chicharo el cual se macero en esta misma
mezcla. El vial se introdujo en una incubadora a 35 °C durante 30 minutos con
agitacion constante. Posteriormente, se adicionaron 50 mg de acido L-Glutamico
y 0.15 mL de solucidon de etilamina (Et,N). La reaccion se introdujo a una
incubadora a 35 °C con agitacién constante, realizando TLC y agregando 0.30 mL
de Et,N cada 24 horas durante 48 horas. Posterior a este tiempo, la reaccién se

dejé 168 hrs donde se detuvo la reaccién y se realizd TLC.
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5.10 Sintesis enzimatica de L-teanina utilizando Ac. L-glutamico catalizada con la
raiz de brotes de chicharo.

De los brotes obtenidos en el punto 5.9, se retird la raiz de las semillas

germinadas de chicharo (6 cm extendidas) (ver figura 5).

Figura 4. Brote de chicharo Figura 5. Raiz de chicharo.

Después, en un vial se agregaron los mismos reactivos que se adicionaron para
hacer la maceracion del punto 5.9, pero ahora sometiendo a maceracion la raiz
de los brotes. Posteriormente, se adicionaron las mismas cantidades de acido
L-glutamico y solucion de etilamina para poder iniciar la reaccién. Finalmente, se
introdujo a una incubadora a 35 °C con agitacion constante, realizando TLC y
agregando 0.30 ml de Et,N cada 24 horas durante 48 horas. Posterior a este
tiempo, la reaccion se dejo 168 hrs donde se detuvo la reaccion y se realiz6 TLC.

5.11 Reacciones blanco con LAP y sin LAP.

Se realiz6 el seguimiento por TLC de dos blancos 1) Rxn c/LAP 2) Rxn s/LAP.
Para la primera reaccién se agregaron 2.0 ml de buffer TRIS-HCI 1M a pH 8.5,
12.2 mg de MgCl,-6H,0 y 50 mg de LAP. El vial se introdujo en una incubadora a

35 °C durante 30 minutos con agitacion constante. Posteriormente, se adicionaron
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5 mg de teanina y 0.15 ml de solucién de etilamina (Et;N). La reacciéon se
introdujo a una incubadora a 35 °C con agitacion constante, realizando TLC cada
24 horas durante 96 horas. Posterior a este tiempo, la reaccion se dejé 72 horas

mas donde se detuvo la reaccion y se realizé TLC.

Para la segunda reaccion, se agregaron 2.0 ml de buffer TRIS-HCI 1M a pH 8.5,
12.2 mg de MgCl,-6H,0, 5 mg de teanina y 0.15 ml de solucién de etilamina
(Et,N). La reaccion se introdujo a una incubadora a 35 °C con agitacién constante,
realizando TLC cada 24 horas durante 96 horas. Posterior a este tiempo, la

reaccion se dejo 72 horas mas donde se detuvo la reaccion y se realizo TLC.

5.12 Cromatografia en columna de silica gel de la reaccién de L-teanina ¢/ Ac

L-glutamico y LAP

El contenido del vial de la segunda reaccion catalizada con LAP de dejo dentro de
un desecador durante 7 dias, obteniendo una sustancia de consistencia viscosa
color amarillo. Posterior a este tiempo, se prepardé una columna de vidrio con
silica gel (fase estacionaria) y un tapén de arena en la parte superior. Se hizo
correr un eluyente de EtOH/H,0O (8:2) para humedecer vy fijar la fase estacionaria.
Posteriormente se preparo la fase mévil diluyendo 0.5 g de la sustancia obtenida
del vial con el mismo eluyente y se calenté lo suficiente para disolverlo. Después,
se hizo pasar la fase moévil a través de la columna con ayuda de aire comprimido,
inmediatamente se recuperaron fracciones de 1 ml en tubos de ensayo hasta un
total de 30 fracciones. Se procedidé a realizar TLC en co-spot de 4 muestras en
cada una de las placas de silica gel. Posteriormente se juntaron en un vial
aquellas fracciones que mostraron una mancha en la TLC para concentrar la
muestra y volver a introducir al desecador durante 72 horas. Se le realizé TLC a
ese concentrado. Finalmente, la muestra del vial se sometié a Espectroscopia de
IR para corroborar si el espectro del producto obtenido correspondia al de la

L-teanina.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Obtencidon de L-Teanina de referencia.
De la extraccion de las dos tabletas color verde de Mem-eh se obtuvieron 107.3
mg de un polvo color verde de apariencia cristalina, dicha coloracion se debe a la

coloracion que originalmente tenian las tabletas antes de procesarlas.

6.2 Cromatografia en capa fina (TLC) de L-triptéfano/L-teanina contra L-triptéfano.

Las tabletas de Mem-eh (Biomiral®) se componen de dos principios activos, la
L-teanina y L-triptéfano, la TLC se realizd con la intencidn de identificar las
manchas caracteristicas de cada compuesto y verificar cual de las dos
correspondia a la L-teanina, esto se llevd a cabo a través de la comparacion de
una muestra de L-triptéfano de referencia (Sigma-Aldrich®), donde la placa (ver
figura 6) muestra 3 manchas, dos pertenecientes a las tabletas de Mem-eh,
mientras que solo se mostré una para el L-triptéfano de referencia. En este
sentido, las manchas “T1” y “Tp1” muestran un mismo desplazamiento sobre la
placa de silica gel por lo que se demostré que la mancha “T1” corresponde al
L-triptéfano, esto indico que la mancha “T2” corresponde a la L-teanina de las
tabletas de mem-eh. Por lo tanto, se habia extraido una muestra compuesta
confiable de L-teanina/L-triptéfano para utilizar como reactivo en las préximas

reacciones.

Figura 6. Revelado de placa tabletas (referencia) vs L-triptéfano.

T 0y

Composicion de la fase movil: 1-BuOH, acetona, Ac. Acético, H,O (7:7:2:4).

T=Tabletas de mem-eh (Biomiral®), Tp= L-triptéfano (Sigma-Aldrich®).
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6.3 Preparacion del biocatalizador de polvo acetdnico de higado de pollo (LAP).

De la preparacion enzimatica se obtuvo 197 g de extracto de un polvo marrén que
se conservo en refrigeracion. Se tomaban 50 mg y estos se utilizaban en cada
una de las reacciones. Este procedimiento se realizaba para cada una de las

reacciones propuestas.

6.4 Sintesis enzimatica de L-teanina catalizada con LAP.

La placa (ver figura 7) revelé 3 manchas, dos para la referencia de L-teanina
(Mem-eh) “T1” y “T2” y una para la reaccion “Rxn1” la cual no realizd el mismo
desplazamiento que las de la muestra de referencia, esto pudo significar tres
aspectos; en primer lugar, que no hubo una reaccién después de 24 hrs, por lo
que la reaccidn necesitaba mas tiempo para poder reaccionar. En segundo lugar,
que la etilamina se estaba evaporando del medio de reaccion ya que esta se
evapora entre los 17 °C a 20 °C y las condiciones de reaccion implicaban una
temperatura de 35 °C, una evidencia mas de esto es que cuando se tomaba la
muestra del vial para realizar la TLC el olor caracteristico de la etilamina no se
percibia en el vial, por lo que era necesario adicionar mas etilamina cada 24
horas. Finalmente, la reaccidn si estaba ocurriendo pero se estaba obteniendo el
producto en una proporcion despreciable para TLC. Para cada uno de estos
aspectos se propuso una modificaciéon a la metodologia para asegurarnos que
significaran un impedimento a la obtencioén de la L-teanina; para el primer aspecto
se dejaria mas tiempo la reaccidon con las mismas condiciones (Temperatura y
agitacion constante) hasta obtener alguna evidencia; para el segundo aspecto,
cada 24 horas se afadia 0.30 ml de etilamina para asegurar la cantidad necesaria

del reactivo y que su evaporaciéon no fuese un aspecto limitante de la reaccion.
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Figura 7. Revelado de placa tabletas (Biomiral®) vs reaccién con LAP.

\)

F L]
T !'h‘».-u
Composicion de la fase movil: 1-BuOH, acetona, Ac. Acético, H,O (7:7:2:4). Composicién
del revelador: Ninhidrina/MeOH (2:1). T=Tabletas Mem-eh (Biomiral®). Rxn=Reaccion.

La placa de TLC (ver figura 8) reveld para la muestra de referencia (Mem-eh®)
mostro las mismas marcas "T1” correspondiente al L-triptéfano y “T2”
correspondiente a la L-teanina, mientras que el desplazamiento de “Rxn1” no
corresponde con el de “T2”, por lo tanto, se mostré que no hubo reaccion después
de 48 horas de reaccion. Adicionalmente, como método confirmatorio, se realizo
una segunda placa TLC de acido glutamico contra la reaccion (Ver figura 9) con la
finalidad de observar si el reactivo se estaba consumiendo del medio de reaccién,
se observa que para el acido glutamico la marca “A1” y la mancha “Rxn1” que,
aunque desplazada por el buffer TRIS-HCI (mancha amarilla “BTHCI”), ambas
presentan el mismo desplazamiento, por lo tanto, el reactivo no estaba
reaccionando en el medio o el producto se estaba formando en pequehas
proporciones casi imperceptibles para TLC. De cualquier forma, se plante6 dejar

mas tiempo la reaccion agregando 0.30 ml de etilamina al medio de reaccion.
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Figura 8. 2do Revelado de placa teanina vs Figura 9. Revelado de placa sintesis L-teanina con LAP

reaccion LAP 48 horas 48 horas.
T1
Rxn1
Rxn1
T2 Al

. +—RHTHCI
v “

.

Composicion de la fase movil: 1-BuOH, acetona, Ac. Acético, H,O (7:7:2:4). Composicién del
revelador: Ninhidrina/MeOH (2:1). T=Tabletas Mem-eh(Biomiral®). Rxn=Reaccién. A=Acido glutamico.
BTHCI= Buffer TRIS-HCI

6.5 Filtracién y seguimiento de la 12 sintesis enzimatica catalizada con LAP.

Después de dejar la reacciéon durante 264 horas mas, la TLC reveld (ver figura 10)
que la reaccion no ocurrid, ya que, aunque la mancha “T2” corresponde con el
recorrido de “Rxn1”, en el co-spot (ver figura 11) empleado como método
confirmatorio, el recorrido de “T2” no corresponde con el de “Rxn1” que ahora se
muestra menos desplazado por el buffer Tris-HCI, e inclusive dejé un espacio
vacio donde deberia de estar el desplazamiento de la teanina producida en la
reaccion. En este momento, se opt6 por detener la reaccion y purificarla a través
de cromatografia en columna para comprobar si el producto esperado, la

L-teanina, se estaba formando en bajas concentraciones en el medio de reaccion.
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Figura 10. Revelado de placa tabletas Figura 11. Revelado de placa co-spot tabletas

(referencia) vs reaccion LAP. (referencia) vs reaccion vs Ac. Glutamico.
T1 T
s Rxn1
n .
T2 ;
T2 -
’ Al
. -

Composicion de la fase movil: 1-BuOH, Ac. Acético, H,0 (4:1:1). Composicion del revelador:
Ninhidrina/MeOH (2:1). T=Tabletas Mem-eh(Biomiral®). Rxn=Reaccion

6.6 Cromatografia en columna de silica gel de la primera reaccion catalizada con
LAP.

La TLC de la cromatografia mostroé lo siguiente (ver figuras 12, 13, 14, 15) donde
se juntaron 4 fracciones por placa para co-spot, el TLC se detuvo en la placa 5, ya
que a partir de la fraccion 17, las manchas eran imperceptibles. Por otro lado, la
TLC nos mostré que el acido glutamico “A” no se consumié durante la reaccién ya
que esta presente en la mayor parte de las fracciones obtenidas en la
cromatografia en columna y desaparece de la misma, a la par de los demas
reactivos. Finalmente, se determind que la reaccion no ocurrio, que el tiempo de
reaccion, la evaporacion de la etilamina como reactivo eran un limitante en el
medio de reaccidn y, por ultimo, que la L-teanina no se estaba obteniendo en
bajas concentraciones ya que nunca se obtuvo se observo el desplazamiento de

la mancha en ninguna de las fracciones obtenidas.
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Figura 12. Revelado de Figura 13. Revelado de Figura 14. Revelado de Figura 15. Revelado de
placa 1 cromatografia en placa 2 cromatografia en placa 3 cromatografia en placa 4 cromatografia en
columna. columna. columna. columna

Composicion de la fase movil: EtOH, H,O (4:1). Composicion del revelador: Ninhidrina/MeOH (2:1).

A=Acido glutamico

6.7 22 obtencion de L-Teanina de referencia.

Después de la primera sintesis catalizada con LAP, se optdé por intentar otras
reaccion catalizada con distintos biocatalizadores de facil acceso, adicionalmente
se propuso hacer estas reacciones mas especificas, para esto se consiguieron
tabletas de L-teanina (Anahuac®) sin L-triptéfano y se realizo la extraccion de dos
tabletas de L-teanina y se obtuvieron 392.3 mg de polvo blanco cristalino.
Ademas, se consiguio acido L-glutamico (Sigma-Aldrich®). Esto permitié sustituir
la L-teanina compuesta con L-triptéfano, para asi tener una muestra de referencia
exclusivamente compuesta por L-teanina. Por lo que ambas muestras de

referencia no se mezclaron.

6.8 22 Sintesis enzimatica de L-teanina ¢/ Ac L-glutamico y LAP.

Se intentd una segunda reaccidén catalizada con LAP con las modificaciones
mencionadas en el punto 6.7 y se realizé TLC segun se indica en las siguientes

figuras. Ahora para la muestra de la tableta de referencia (Anahuac®) se obtiene
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una unica mancha “T1” (ver figuras 16, 17, 18 y 19) a diferencia de la reaccion
anterior (ver punto 8.4) y en la un conjunto de manchas “Rxn1” para la reaccién,
se observa que la reaccion no ocurrié transcurridas 192 horas o es desplazada
por la mancha del buffer TRIS-HCI “BTHCI”. Sin embargo, a partir de las 72 horas
(ver figura 18) en adelante, se observa la aparicion de una segunda mancha “T2”
en la tableta de referencia que inicialmente no aparecia, esto pudo deberse a que
la L-teanina obtenida de las tabletas de referencia (Anahuac®) sufrian un proceso
de degradaciéon y se descompone en en subproductos lo que ocasiona la
formacion de “T2”, debido a esto se desechd la primera muestra obtenida, se
volvié a extraer la L-teanina segun se indica en la metodologia (ver punto 5.7) y
se tomaron precauciones adicionales para almacenar el polvo extraido de las
tabletas de referencia, al almacenarlo en un frasco ambar, alejado de la

exposicion directa a la luz solar y en refrigeracion.

Figura 16. Revelado de  Figura 17.: Revelado de  Figura 18. Revelado de  Figura 19. Revelado de
placa 24 horas. placa 48 horas. placa 72 horas. placa 192 horas.

Rxn1 Rani

T o T1 A
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Composicion de la fase moévil: 1-BuOH, Ac. Acético, H,O (4:1:1). Composicion del revelador:
Ninhidrina/MeOH (2:1). T=Tabletas L-teanina (Anahuac®). Rxn=Reaccion. BTHCI= Buffer TRIS-HCI.

Se puede observar que no hay alguna otra variacion, ademas de la degradacion
de la muestra de referencia reportada anteriormente, en comparacién con la

primera reaccion catalizada con LAP (ver figura 8). Sin embargo, la mancha
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‘Rxn1” en la muestra de la reaccion es desplazada por la mancha del buffer
TRIS-HCI “BTHCI”, esto no permitid ver si la reaccién estaba desplazandose
hacia la formacién de la L-teanina. Esta mancha era un impedimento para la
correcta visualizacion de los arrastres de las manchas sobre la placa de silica gel,
por lo que para las demas sintesis planteadas se necesité buscar un un buffer

diferente en el que se la reaccién se pudiera llevar a cabo.

6.9 Sintesis enzimatica de L-teanina utilizando Ac. L-glutamico catalizada con

brotes de chicharo.

Como buffer se decidio utilizar fosfatos, ya que este buffer permite mantener un
Ph estable, ademas de que permitiria que los biocatalizadores del medio de
reaccion mantuvieran su actividad enzimatica. Por otro lado, en las placas (ver
figura 20, 21 y 22) se puede observar que la mancha del buffer TRIS-HCI ha
desaparecido por completo y ahora se identifican dos manchas “Rxn1” y “Rxn2”
de diferente intensidad de color y con diferente desplazamiento sobre la placa de
silica gel, inclusive se observa la misma degradacion de la tableta de referencia
observada en la figura 18, por lo que la degradacion continué a pesar de las
medidas consideradas.

Por otro lado, en la figura 20 se podria pensar que la formacion de la L-teanina
esta concurriendo en la reaccidn ya que se observa que la mancha “T1” y “Rxn1”
se traslapan. Sin embargo, como método confirmatorio, después de 48 horas de
reaccion (ver figura 21), se utilizé una muestra de la reaccion y de la tableta de
referencia mas pequefia para que cada mancha fuera mas pequefa y se
observaran mas separadas y definidas. En este sentido, si habia formacién de
L-teanina 24 horas después de iniciada la reaccion, la concentracion del producto
seria mayor a las 48 horas, esto seria suficiente para mostrar una mancha en la
TLC, aunque no se observa la formacion de esta mancha en la figura 21.
Finalmente, después de 168 horas mas, la reaccion esperada no sucedid, sin
embargo se observa la formacién de una mancha adicional “Rxn3” en la muestra
de la reaccion, esto podria significar que en el medio del vial estaba ocurriendo
una reaccion completamente distinta a la esperada y se formé un compuesto a tal

concentracion capaz de formar una mancha visible en la TLC.
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Figura 20. Revelado de placa Figura 21. Revelado de placa Figura 22. Revelado de placa

24 horas. 48 horas. 168 horas.
UTT = i . '-""P -I.-.' A LT =
Rxn3
o Rxni T1 Ruxni
- Rxn1 | @
T1
T2 . T2 '
Rxnz T2  Rxn2 1 Rxn2
L & |
§ e | L)

Composicion de la fase movil: 1-BuOH, Ac. Acético, H,O (4:1:1). Composicion del

revelador: Ninhidrina/MeOH (2:1). T=Tabletas L-teanina (Anahuac®). Rxn=Reaccion

6.10 Sintesis enzimatica de L-teanina utilizando Ac. L-glutamico catalizada con la

raiz de los brotes de chicharo.

Para esta reaccion se volvié a utilizar buffer de fosfatos por los mismos motivos
expuestos en el punto anterior. Ademas, también se identifican dos manchas
‘Rxn1” y “Rxn2” de diferente intensidad de color y con diferente desplazamiento
sobre la placa de silica gel, inclusive se observa la misma degradacion de la
tableta de referencia observada en la figura 18. También se realizé el mismo
método confirmatorio que en el punto anterior. Y de igual manera, no se observo
la formacion de la mancha de la L-teanina después de 48 horas de reaccion (ver
figura 24), ni después de 168 horas (ver figura 25). Por lo tanto, la reaccién no

sucedio.
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Figura 23. Revelado de placa 24  Figura 24. Revelado de placa 48  Figura 25. Revelado de placa 168
horas horas horas

h—"“' ko
Qe

Composicion de la fase movil: 1-BuOH, Ac. Acético, H,O (4:1:1). Composicion del revelador:
Ninhidrina/MeOH (2:1). T=Tabletas L-teanina (Anahuac®). Rxn=Reaccién

6.11 Reacciones blanco con LAP y sin LAP.

Adicionalmente al experimento del punto 6.8, se realiz6 una comparacion entre
una reaccion catalizada con LAP y una sin LAP como un método confirmatorio
para verificar si se formaba una mancha correspondiente a un nuevo producto
formado en el medio de reaccién. Se procedioé a seguir la metodologia propuesta
en el punto 5.8, sin embargo, como se observa (ver figura 26, 27, 28, 29 y 30), la
visualizacion de ambas manchas “1A” y “2A” es impedida por la de TRIS-Base
“‘BTHCI”. Por lo que se descarta la reaccion al no observar un cambio significativo

en las placas de TLC obtenidas.
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Figura 26. Revelado Figura 27. Revelado Figura 28. Revelado Figura 29. Revelado Figura 30. Revelado
de placa 24 horas.  de placa 48 horas. de placa 72 horas. de placa 96 horas. de placa 168 horas.
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Composicion de la fase movil: 1-BuOH, Ac. Acético, H,O (4:1:1). Composicion del revelador:
Ninhidrina/MeOH (2:1). 1=Rxn c¢/LAP. 2=Rxn s/LAP. BTHCI= Buffer TRIS-HCI

6.12 Cromatografia en columna de silica gel de la reaccién de L-teanina ¢/ Ac
L-glutamico y LAP.

Como método confirmatorio de la reaccion realizada en el punto 6.8, se realiz6
cromatografia en columna para purificar lo obtenido y quitar la mancha de
TRIS-HCI que no permitia visualizar bien las manchas obtenidas de la reaccion,
aunque muy tenue la coloracion se observa que las unicas fracciones que
muestran una mancha en la TLC son las 5 a la 12 y para concentrar aun mas la
muestra se junté en un vial para posteriormente realizar TLC del concentrado de

estas fracciones.
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Figura 31. Revelado de la placa 1  Figura 32. Revelado de la placa 2  Figura 33. Revelado de la placa 3
cromatografia en columna de la 22 cromatografia en columna de la 22 cromatografia en columna de la 22
reaccion con LAP reaccion con LAP reaccion con LAP

Composicion de la fase movil: EtOH, H,O (4:1). Composicion del revelador: Ninhidrina/MeOH (2:1).

La TLC de las tabletas de L-teanina de referencia (Anahuac®) vs concentrado de
las fracciones 5 ala 12 (ver figura 34) revelé una mancha con una coloracién mas
intensa que en las manchas obtenidas en la TLC de las fracciones anteriores, sin
embargo, la intensidad del color no deja de ser tenue en comparacion con la
muestra de referencia. Por otro lado, el desplazamiento de la muestra del
concentrado es diferente al de referencia. Esto pudo significar dos cosas, en
primer lugar, que la mancha “Rxn1” (ver figura 34) puede ser la misma “Rxn2” que
se observo en la figura 16 a 19 causada por los componentes del medio de
reaccion pero sin el desplazamiento ocasionado por la mancha del buffer
TRIS-HCI. En segundo lugar, que siempre se traté de un producto formado en el

medio de reaccion y que se generaba en concentraciones bajas.
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Figura 34. Revelado del concentrado de la 22 reaccion
catalizada con LAP.
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Composicion de la fase movil: 1-BuOH, Ac. Acético, H,O (4:1:1). Composicion del revelador:
Ninhidrina/MeOH (2:1). =Tabletas L-teanina (Anahuac®). Rxn=Reaccion

En base a lo anterior, como método confirmatorio, se mandaron a analizar ambas
muestras a través de Resonancia Magnética Nuclear (NMR) y se obtuvieron los
siguientes espectros. Para el espectro de la L-teanina de referencia (Anahuac®)
(ver figura 35) se observa la sefial en 1.1 de un H; del carbono primario (A) unido
a la amida, en 2.1 el H, del carbono secundario (B) unido a la amida, en 2.4 el H,
del carbono secundario (C), en 3.2 el H, del carbono secundario (D) y en 3.76 el
H del carbono terciario (E) del grupo amino. Por lo tanto, el espectro corresponde
con la estructura de la L-teanina, con esto se confirmd que la referencia utilizada

durante los experimentos efectivamente fue L-teanina.

Por otro lado, para el concentrado de las reacciones de la reaccion del punto 6.8,
se observa (ver figura 36) que hay una ausencia de la sefial caracteristica del
grupo metilo el cual introduce una sefial en 1.0 a 1.2 aproximadamente debido a
un desplazamiento ocasionado por el grupo amida (ver figura 35, E) la cual no

esta presente.
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Figura 35. Espectro NMR de Tabletas L-teanina (Anahuac®).
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Ademas de que, visualmente, las senales estan muy desplazadas a diferencia del
espectro obtenido en la L-teanina de referencia, lo que indica que hay un grupo
funcional adicional en la estructura analizada que ocasiona un fuerte
desplazamiento de las sehales. Se especula que el compuesto analizado podria
ser el mismo acido L-Glutamico empleado como reactivo ya que en su estructura
(ver figura 36) contiene un grupo carboxilo adicional en comparacion con la
L-Teanina (ver figura 1). Ademas, en su espectro de RMN 1H se observa un
patron en 3.7 a 3.8 perteneciente al H carbono terciario unido a la amino, una
sefal en 2.3 a 2.4 que pertenece al H, de carbono secundario (B) cercano al
grupo carboxilo y una seial en 2.1 a 2.2 perteneciente al H, del carbono

secundario (C). Esto nos sugiere que el compuesto aislado no es L-teanina.
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Figura 36. Espectro RMN del concentrado de la 2da sintesis enzimatica de L-Teanina c/Ac. L-Glutamico y

7. CONCLUSIONES

7.1. En la bibliografia actual se reportan diversas rutas sintéticas que emplean
biocatalizadores de facil acceso para la obtencion del L-teanina, como
glutaminasa y glutamina sintetasa. Se observa que el uso de extractos
enzimaticos crudos implica retos en términos de eficiencia, optimizacion de las
condiciones de reaccion y la implementacion de controles de reaccion. Sin
embargo, ofrece ventajas sobre las rutas sintéticas tradicionales como mayor

estereoselectividad y sostenibilidad.

7.2. Se logro establecer un método de extraccion y purificaciéon de L-teanina a
partir de dos tabletas comerciales (Biomiral® y Anahuac®) sin importar si la tableta
era compuesta o no, obteniendo un polvo que se usé como muestra de
referencia. Ademas, el analisis de los espectros de RMN-'H obtenidos permitieron

confirmar que el extracto empleado corresponde a la L-teanina. No obstante, se
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demostré que las muestras de referencia se degradan con el tiempo a pesar de
tomar las precauciones necesarias para su almacenamiento, esto influy6 en la

confiabilidad de los analisis comparativos.

7.3. Se disenaron tres experimentos base empleando biocatalizadores (LAP,
extractos enzimaticos de la raiz y los brotes de chicharos), modificando
parametros clave de las condiciones de reaccion. Sin embargo, a pesar de las
modificaciones no se obtuvo evidencia concluyente de la formacion de L-teanina
en cantidades significativas, esto nos indica la complejidad de la reaccion y la

necesidad de una optimizacion mas exhaustiva.

74. A lo largo de los experimentos propuestos, se logré establecer una
metodologia de identificaciéon y analisis comparativo usando Cromatografia en
Capa Fina (TLC) y separacion de compuestos usando la Cromatografia en
Columna. Ademas, se implementd el uso de Resonancia Magnética Nuclear y los
espectros obtenidos, por un lado, ayudaron a la identificacion de la L-teanina de
referencia. Ademas, los mismos aspectos demostraron que en los medios de
reaccion no se estaba formando L-teanina, sino acido L-glutamico por lo
analizado en los espectros de RMN-"H, sin embargo, para poder asegurar que se
trata de este compuesto hizo falta el uso de técnicas auxiliares de analisis e
identificacion como NMR-"3C y determinar su punto de fusién una vez purificado.
Esto sugiere que los biocatalizadores no fueron efectivos bajo las condiciones
empleadas y por lo cual no se hizo uso de técnicas de analisis mas sofisticadas

como la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (HPLC).
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