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Resumen

RESUMEN

El objetivo principal del presente trabajo es la biotransformacion de los nitroalquenos (Z2)-3-
nitropropenonitrilos utilizando a la levadura de pan, Saccharomyces cerevisige, COMO
biocatalizador. Los (Z)-3-nitropropenonitrilos sustituidos se prepararon mediante una reaccion de
condensacion y su nitracion correspondiente con una mezcla de 6xidos de nitrégeno NOx.

El biocatalizador fue incubado con los 2,3-difenilpropenonitrilos tanto en un medio acuoso
como organico obteniendo los S-aminoisoxazoles y por sus bioaperturas in situ las oximas
correspondientes.

Todos los compuestos fueron purificados en silica gel y caracterizados por sus respectivas
constantes fisicoquimicas, demostrandose asi que S. cerevisiae tiene la capacidad de biorreducir a

este tipo de compuestos.
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Introduccion

1.- Introduccion

El uso de organismos vivos o parte de ellos para la transformacion de compuestos organicos
no es del todo nueva, pues se ha utilizado a lo largo de todo el siglo.! Un biocatalizador es
todo aquel organismo vivo, o alguna parte de €l, en el cual se lieva a cabo una reaccion
quimica. Es decir, los catalizadores biologicos son: la compleja maquinaria enzimatica
presente en las células de animales, vegetales, y microbianas que es utilizada de dos maneras:
sin romper la integridad de la membrana celular o como un homogenado crudo.

Los biocatalizadores tienen propiedades quimio-, regio- y estereoselectivas, que estan
relacionadas con el tipo de biotransformacién, ademas de tener la capacidad de modificar la
velocidad de reaccion y realizaria en condiciones suaves.

En la actualidad las técnicas de la Biologia Molecular, en particular la Ingenieria Genética,
ofrece la posibilidad de medificar el sitio activo de los biocatalizadores y lograr un panorama
mas amplio en la actividad biocatalitica, haciéndolo mas selectivo para cierto tipo de
sustratos.

La levadura, Saccharomyces cerevisiae, ha sido utilizada durante mucho tiempo en la
industria del pan y en los ltimos 40 afios, los cientificos han puesto su interés en ella con la
intencion de ocuparla para sintetizar importantes intermediarios quimicos.'

Especificamente en el area de la biotecnologia S. cerevisiae se ha usado para reducir grupos
carbonilos a sus correspondientes alcoholes quirales, también es capaz de reducir dobles
enlaces, lograr la interconversién de grupos funcionales con reactividad similar y sintetizar

heterociclos.
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2.- Marco teérico

Una biotransformacion es la reaccion quimica catalizada por organismos activos o alguna parte
constitutiva de ellos.

Al organismo vivo o alguna de sus partes se le denomina biocatalizador ya sean células vegetales,
animales, microorganismos, enzimas (puras u homogenados crudos), anticuerpos biocataliticos,
péptidos cataliticos, enzimas semisintéticas y sintéticas que son las entidades mas utilizadas.
Como catalizadores aceleran la velocidad de reaccion, son selectivos para la reaccién y el sustrato
en el que actian, y estan sujetos a regulacion.’

Los procesos de biotransformacion, se han realizado desde los primeros tiempos en los que el
hombre utilizaba microorganismos como las levaduras y otros tipos de hongos para la elaboracion
de pan, productos lacteos y bebidas alcoholicas. En 1862, Pasteur realizO por primera vez una
transformacion biolégica de manera metddica al obtener acido acético de la oxidacion de alcohol
utilizando un cultivo de Bacterium xylinum; a este tipo de experimentos le siguieron la oxidacion
de glucosa a acido glucénico por Acetobacter aceti y sorbitol a sorbosa por Acetobacter sp.
Dumas en 1874, observd que al agregar polvo de azufre a una suspension de Saccharomyces
cerevisiae con glucosa se liberaba acido sulfiirico.

La primera reduccion fitoquimica mediado por estos microorganismos fue la transformacién del
furfural a alcohol furfuritico.? El primer uso bien documentado de una reaccion biocatalitica fue la
fermentacién de azucar a etanol, realizada por la levadura de pan antes mencionada que sentaria
las bases para la fundacion de la microbiologia como ciencia.®

Muchas bioconversiones reportadas y revisadas se aplican actualmente de forma exitosa,

ofreciendo asi una alternativa favorable para la obtencién de productos quimicos puros.

2.1.- Caracteristicas de las biotransformaciones

2.1.1.- El sustrato

Un requisito esencial para una biotransformacion exitosa es el contacto entre el sustrato y el
biocatalizador. El sustrato ideal debera ser soluble en el medio que se trabaja y ser capaz de

atravesar la membrana celular sin ejercer un efecto toxico al biocatalizador® (Fig. 1).
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Altas velocidades
Alta regio y quimio de transformacion  Sustrato soluble en

estereoespecificidad el medio de reaccion

AN /

Sustrato ideal

/

Sustrato capaz La actividad biocatalitica
de atravesar la no se inactiva por el sustrato
membrana celular 0 el producto

Fig. 1 El sustrato ideal

Se han utilizado varios métodos para la adicion del sustrato al medio de reaccion: en forma solida
o en solucién; compuestos volatiles presentan dificultades en su biotransformacién. Otra forma de
adicionarlos es adsorbiendo al sustrato en un material inerte como resinas, arcillas o tierra de
diatomeas, con lo que se promueve un alto nivel de dispersion.

Las sustancias solubles en agua con grupos funcionales hidrofilicos como los acidos carboxilicos,
aminas, alcaloides, alcoholes, aziicares y sustancias polifuncionales son faciles de manipular, y
pueden agregarse directamente a la mezcla de incubacion a un tiempo apropiado.

Los sustratos, que no son facilmente solubles en medios acuosos, se disuelven en un disolvente
organico no téxico y miscible con el agua, o se agregan agentes emulsificantes. Algunos de los
disolventes mas utilizados son e dimetil sutfoxido, dimetil formamida, etanol, metanol, acetona;
asi como el etilenglicol, acetato de etilo, cloroformo, éter y benceno que se usan de forma mas
limitada.®

Otros sustratos afectan el crecimiento y viabilidad de las células y se deben administrar solo hasta
después de una completa activacion de las mismas, en tales casos, es preferible agregar pequeiias
porciones de forma continua para que la concentracion del sustrato permanezca baja y se pueda
realizar la biotransformacion.

El momento en que se agrega el sustrato al medio de reaccion influye mucho en el rendimiento del

producto, pues compuestos toxicos como los antibiéticos v antitumorales inhiben el crecimiento al
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agregarse en el ciclo de activacion. En otros casos, es ventajoso agregar pequeiias cantidades al

comienzo de la fase de crecimiento para promover la produccion del biocatalizador.

2.1.2.- Seleccion del biocatalizador ‘

Generalmente los organismos vivos o parte de ellos son capaces de convertir un sustrato A al
producto B. Estos deben de tener la capacidad de realizar la reaccion deseada con un alto
rendimiento en el producto.” El compuesto a transformarse se agrega durante o después del
crecimiento y se continiia la incubacién por 1-7 dias, se toman muestras y se analizan para
observar la formacion del producto.

Para realizar una buena biotransformacion los biocatalizadores se seleccionan de los ya conocidos
para el tipo de reaccion que se necesita, con un sustrato relacionado estructuralmente. Lo que
lleva a agruparlos en varias clases: los que biotransforman esteroides, compuestos ciclicos no
esteroidales, alcanos, terpenos, compuestos aciclicos, antibiéticos, alcaloides, compuestos
xenobiéticos activos, prostaglandinas, aminoacidos opticamente activos y a-hidroxiacidos.®

La mayoria de los biocatalizadores son especificos en la naturaleza del sustrato y la reaccion que
catalizan. Esta especificidad puede ser relativa o absoluta para un tipo de reaccion con un sélo
compuesto.” Esta misma especificidad puede ser su principal obstaculo pues tiene un importante
papel fisiologico in vivo, pero limita el niumero de biotransformaciones posibles. Este hecho reduce
el rango de sustratos a ser biocatalizados conforme las necesidades de la célula.

La selectividad que presenta un biocatalizador con respecto a su sustrato y la distincion entre
diferentes configuraciones de éste, revela la estereoespecificidad que tienen. Por lo que son
capaces de resolver racematos por la transformacién exclusiva o preferente de un enantidmero.
También reacciona con el sustrato de forma especifica con respecto a Ia posicién de un grupo
funcional y se ha encontrado que puede distinguir entre varios grupos de reactividad equivalente o
similar. ;

La forma fisica del biocatalizador utilizado para la biotransformacion puede ser muy diverso. La
decision final de como sera usado depende del tipo de reaccion, si hay cofactores a ser reciclados y
la escala a la que se lleva a cabo.

En la siguiente tabla se muestra las diferentes formas fisicas, pros y contras en el uso de los

biocatalizadores
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T ibia 1. Las diferentes formas fisicas, pros y contras en el uso de biocatalizadores

Biocatalizador Forma Pros Contras
Células enteras  |Cualquiera No es necesario reciclar  |Equipo caro, baja
cofactores productividad debido
a la baja
concentracion del
sustrato, poca
tolerancia a
disolventes organicos
Cultivos en Alta actividad Gran biomasa,
crecimiento muchos subproductos,
control del proceso
dificil.
Células en reposo  [Pocos subproductos Baja actividad
Células Posible reuso Baja actividad
inmovilizadas .
Enzimas puras Cualquiera Aparatos simples, trabajo |Necesario reciclar
simple, mejor productividad|cofactores
debido a la alta
concentracion enzimatica
Disucltos en agua  |Alta actividad enzimatica |Posible reaccién de
sustratos  lipofilicos,
insolubles, se requiere
trabajo de extraccion
Suspendidos en Facil de realizar, trabajar. jBaja actividad
disolventes Sustratos liofilicos
organicos solubles, factor de
recuperacion de la enzima
Inmovilizados Facil recuperacion Perdida de la actividad
durante la
inmovilizacion.

2.1.3.- Condiciones de reaccion

Los biocatalizadores demuestran una alta actividad catalitica bajo condiciones suaves de reaccion:

como son un medio acuoso u organico, temperaturas por debajo de los 40 °C, pH cercano al

neutro, agitacion continua y presion normal. La energia de activacion de las reacciones es mas baja

en las interacciones sustrato/biocatalizador.'®

Por todo esto, la biotransformacion de moléculas polifuncionales se puede realizar sin la

descomposicion del sustrato o la obtencion de subproductos u otro tipo de productos diferentes a

los esperados.

Esto produce varias desventajas: la biotransformacion se realiza con material aislado y
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seneralmente puro, los tiempos de reaccion son mas largos, las concentraciones de

sustrato/producto son bajas y la estabilidad del biocatalizador es limitada.

2.2.- Metodologia de las biotransformaciones

A pesar de que muchas biotransformaciones son exitosas y algunos de los biocatalizadores se
encuentran disponibles de forma comercial, su disponibilidad esta limitada y en muchos casos hay
que buscar nuevos biocatalizadores por cuenta propia para realizar la reaccion deseada.

En las biotransformaciones hay varios aspectos a tomar en cuenta como son: la adicion del
sustrato, la eleccion del biocatalizador, el medio de reaccion y la extraccion del producto.

La mayoria de los investigadores retardan la adicion del sustrato hasta que el medio de reaccion
tiene su maximo crecimiento.” Se agrega el compuesto en forma de polvo o en disolucion, se debe
de tener cuidado con el disolvente que se utiliza pues no tiene que ser toxico al biocatalizador, 81
inhibe el crecimiento o es toxico se agrega en pequefias porciones durante la biotransformacion
para mantener una concentracion baja que le permita ser transformado y no sea tan dafiino a la
célula. Ademas debe ser capaz de atravesar la membrana celular y llegar a la maquinaria
enzimatica para ser transformado y también tener la capacidad de salir de la célula al medio.

La eleccion del biocatalizador se hace inicialmente por analogia de una reaccion o por un
compuesto quimico similar."" Hay varios métodos para llevar a cabo una biotransformacion y a

continuacion se describen.

2.2.1.- Con cultivos en crecimiento. El sustrato se agrega al medio en crecimiento durante el
momento de la inoculacién o en el altimo estadio de crecimiento, esto significa que el crecimiento
y la biotransformacion se llevan a cabo simultaneamente. El momento mas favorable para la
adicion del sustrato se determina experimentalmente.’

La principal ventaja de esta técnica es su facil manipulacion, la cual la hace apropiada para una
gran cantidad de experimentos en serie. Los tiempos de incubacién son relativamente cortos y hay
potencial para la induccion de la actividad enzimatica en presencia del sustrato. Las limitaciones de
este método son: encontrar el biocatalizador que realice la biotransformacion de forma eficiente; el
requerir de equipo de agitacion continua, incubadoras y equipo relacionado con la microbiologia y

la quimica organica.
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2.2.2.- Con cultivos previamente crecidos. En este caso, el proceso de crecimiento de la biomasa
y la biotransformacién estan separados. Los biocatalizadores primero se cultivan bajo Sptimas
condiciones de crecimiento y, posteriormente la biomasa se concentra por centrifugacion ©
filtracion, se resuspende la cantidad. necesaria para llevar a cabo la biotransformacion en un medio
adecuado, constituido generalmente por una solucion amortiguadora con un pH optimizado y el
sustrato disuelto. Esta suspension se mantiene incubada hasta obtener el maximo rendimiento del
producto. Dicha técnica offece las siguientes ventajas: el crecimiento y la bioconversion pueden
ser optimizados independientemente, los tiempos de incubacion se reducen hasta un 75 %, los
efectos inhibitorios del crecimiento se eliminan, la concentracion del biocatalizador se ajusta a un
namero deseado, e riesgo de una contaminacién del biocatalizador se reduce y el aislamiento del

producto es facil.?

2.2.3.- Con enzimas puras. Muchas enzimas purificadas estan disponibles comercialmente y son

muy utiles para reacciones biocataliticas preparativas. Esto se debe a su alta actividad catalitica
bajo condiciones suaves de reaccion y su especificidad, lo que ha incrementado su uso en la
quimica organica. Las enzimas pueden ser utilizadas para realizar reacciones en presencia de
grupos polifuncionales, ademas, son altamente regioselectivas, estereoselectivas o ambas.

Algunas de las ventajas de este proceso son: las enzimas estan siempre disponibles y no tienen que
ser preparadas cada vez por cultivos en crecimiento, las reacciones se realizan en poco tiempo, se
espera un lado de la reaccion, la cantidad de sustrato puede variarse sin problemas de toxicidad
como en el caso de células completas.®

Una de las desventajas de este proceso es: algunas enzimas dependen de la disponibilidad de
cofactores como el NAD(H), NADP(H), FAD(H;) o ADP/ATP para realizar su actividad
catalitica, lo que hace poco costeable su uso.

2.2.4.- Con enzimas inmovilizadas. Generalmente hay tres inconvenientes con lo que respecta a

las reacciones enzimaticas: las enzimas no son lo suficientemente estables bajo condiciones de

operacion; segundo, pueden perder su actividad debido a la oxidacién, degeneracion vy
- Ly - J - - o . .y

desnaturalizacién por el disolvente; y por ultimo las fuerzas mecanicas de agitacion.

Las enzimas son moléculas solubles en agua y su uso repetido, el cual es importante para asegurar
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un proceso econdémico, es problematico debido a que son dificiles de recobrar. La productividad
de procesos industriales medida como el rendimiento tiempo-espacio es baja debido a la tolerancia
limitada para altas concentraciones de sustratos y productos.®
Todos estos problemas se resuelven por inmovilizacion. En esta técnica se hace la inclusion de la
enzima a un soporte solido o ligamientos de unas moléculas a otras. Los biocatalizadores se
pueden confinar a reas restringidas las cuales no pueden dejar, pero permanecen cataliticamente
activas.

Los métodos de inmovilizacién se clasifican en:

1) Entrampamiento que se lleva a cabo dentro de una rejilla de matriz polimérica como el
gel de poliacrilamida, alginato, celulosa etc.

2) Adhesion a un material acarreador insoluble en agua como el DEAE-celulosa,
concavalina A, resinas de intercambio ionico, adsorcion fisica, enlaces ionicos o covalentes.

3) Agregacion de agentes multifuncionales quimicos o fisicos como el glutaraldehido o
poli(iminoetileno).
Es facil remover al biocatalizador de la reaccion una vez inmovilizado y se puede utilizar
repetidamente o retenerlo, por esto, los procedimientos de inmovilizaciéon aumentan la estabilidad
operacional del biocatalizador, pero se disminuye su actividad catalitica. El método mds usado es

por entrampamiento en materiales poliméricos.”

2.2.5.- Con sistemas liguidos de dos fases. Un biocatalizador demuestra su actividad en medios
acuosos (medio natural) por lo que la biotransformacion de sustratos lipofilicos esta limitada por la
solubilidad en el medio de reaccion. Esta aumenta por el uso de emulsificantes o disolventes que
pueden ser miscibles en agua. Sin embargo, altas concentraciones del sustrato solubilizado pueden
inhibir o ser venenosas para el biocatalizador. Tales problemas se resuelven por la adicion de una
segunda mezcla miscible en agua y una alta solubilidad para el sustrato lipofilico. Asi, el
biocatalizador permanece en la fase acuosa mientras que la fase organica sirve como retén para el
sustrato lipofilico y et producto.™

Otro tipo de biotransformacién toma lugar ya sea en la fase acuosa donde la concentracion del
sustrato esta determinada por su soiubilidad en el agua como en la interface entre las dos fases. Un

disolvente organico ideal para este proposito debera ser inmiscible en agua, exhibir una alta
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sc lubilidad para el sustrato y producto en cuestion, y no inhibir la actividad del biocatalizador.
Algunos ejemplos de este tipo son: los n-alcanos, ciclohexano, tolueno, benceno, éter de petroleo,
cloroformo, tetracloruro de carbono, diclorometano, acetato de etilo, dietil o dibutil éter.”

En sistemas de dos fases, con un gran exceso de la fase organica, el equilibrio de reaccion del
biocatalizador hidrolitico puede ser llevado de la hidrélisis a la condensacion. Esto ayuda a la
formacion de ésteres, amidas, péptidos, polimerizaciones de aziicares, nucle6tidos.

Las biotransformaciones en sistemas liquidos de dos fases tienen las siguientes ventajas: 1. una alta
concentracion de sustrato/producto en la fase organica; 2. un ingreso continuo del sustrato a la
fase acuosa y un desplazamiento del producto a la fase organica, manteniendo la
biotransformacion y minimizando los efectos inhibitorios en el biocatalizador; 3. una facil
separacion de fases que ayudan a la recuperacion del producto de la fase organica y un uso .

repetido del biocatalizador en la fase acuosa.’

2.2.6.- Extraccicn del producto. Los productos de biotransformacion contenidos en el medio de
reaccion son recuperados del medio completo o del sobrenadante después de remover la biomasa
por filtracién o centrifugacion. EI primer paso del aislamiento ayuda a la concentracion o
fraccionamiento del producto.

Dependiendo de las propiedades fisicas y quimicas del producto a recuperar y de la composicion
quimica del medio de reaccion, se deben considerar los siguientes métodos: extraccion, adsorcion
en resinas poliméricas, precipitacion, y destilacion.

El producto resultante puede ser purificado por técnicas cromatograficas, destilacion fraccionada,
cristalizacién, decoloracion y secado. Pequefias cantidades pueden en muchos casos ser obtenidas
por la aplicacion de cromatografia de gases o HPLC.

Un resumen de las caracteristicas generales de una biotransformacion se presentan en la figura 2.
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Enzimas
puras
A
) Células y enzimas
Cultivos previamente inmovilizadas
crecidos
Cultivos en Sistemas liquidos

-«+—Las me!idologim——h-

crecimiento de dos fases

Biotransformacio
Son enzimas, cultivos de
tejidos animal o vegetal,
Soluble en ¢} «—— El sustrato El biocatalizador——— anticuerpos, abzimas y
medio de reaccién MiCroorganismoes como
S. cerevisiae
Alta velocidad Alta regio- y quimio-  Se seleccionan de Alta actividad catalitica
de transformacion especificacion los ya conocidos o en condiciones suaves
se buscan nuevos de reaccién.
Capaz de atravesar Realizan 13 reaccién con
la membrana celular un alto rendimiento en

¢l producto

Fig. 2 Caracteristicas generales de una biotransformacion.

2.3.- Aplicaciones de las biotransformaciones

Los biocatalizadores se han utilizado de forma exitosa en los siguientes problemas:

Introduccién de un centro quiral a una molécula, se lleva a cabo por un biocatalizador que
realiza la bioconversion de un sustrato proquiral a un producto quiral.

Resolucién de racematos, usando la capacidad de los catalizadores para discriminar entre
enantiomeros de una mezcla racémica. Tarea dificil de llevar por métodos quimicos. El
rendimiento maximo del enantiomero deseado en un proceso de resolucion esta limitado al 50%,
como esto no es aceptable el compuesto no deseado se recicla por racemizacion.

Conversién quimioselectiva de un grupo funcional entre varios grupos con reactividad
similar, los biocatalizadores pueden diferenciar entre varios grupos funcionales de reactividad
similar dentro de la misma molécula, se convierte quimioselectivamente uno de los grupos
funcionales disponibles produciendo un producto homogéneo.

En biocatalisis se han utilizado enzimas, células vegetales, animales y microorganismos para llevar
a cabo todas estas aplicaciones a continuacion se describen las mas importantes de cada una de

ellas.
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2.3.1- Biotransformaciones con células vegetales
El uso de cultivos de células vegetales se ha incrementado en ésta ultima década debido a su

capacidad para producir metabolitos secundarios (alcaloides, terpenos, esteroides y fenoles)'” y de
realizar la bioconversién de compuestos organicos que son de interés.

Compuestos sintéticos analogos a intermediarios metabdlicos, los cuales no estan normalmente
disponibles en la planta, se pueden utilizar como sustratos y posiblemente se obtengan productos
con nuevas propiedades quimicas y biol()gica:?,.“s

Los cultivos de células vegetales crecen en agar solido o en medios liquidos. El primer método se
utiliza para iniciar y subcultivar tejidos, mientras que los segundos son preferibles para estudios
biosintéticos y de biotransformaciones por su facil manejo, mejores tasas de crecimiento y la
posibilidad de obtener grandes cantidades de células. -

Algunas biotransformaciones realizadas con cultivos de tejidos vegetales se presentan a
continuacion:

Las células vegetales son capaces de glicosidar los sustratos agregados. Tal es el caso de la

glicosidacion de varios fenoles, como la hidroquinona a arbutina, reportada por Pilgrim en 19707
(fig. 3).

H O-ghicosa
Digitalis
purpurea
H H
Hidroquinona Arbutina

Fig. 3 glicosidacién de la hidroguinona
Otra biorreduccion es la llevada a cabo por células inmovilizadas de Daucus carota para convertir
la acetofenona y la propiofenona en sus (S)-alcoholes aromaticos respectivamente después de 5

dias de reaccion dando rendimientos entre un 54 y 63% y un ee. del 99%'® (fig. 4).

0O 0
OH
_D. carota o, @/k/
Acetofenona Propiofenona {S)-alcoholes aromaticos

Fig. 4 Biorreduccion de la acetofenona y la propiofenona
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Los analogos de metabolitos de plantas son transformados de acuerdo a la ruta biosintética
normal, como en la bioconversion del acido 2-metilcinamico por células de Nicotiana tabacum al
acido 3-(4,5-dihidroxi-2-metilcinamoil)-quinico y acido 3-(4-hidroxi-2-metilcinamoil)-quinico'®
(fig. 5).

HO o
N. tabacum il
CH=CH—COOH —a-——-b- H / \ CH=CH—C—O
= 0o COOH
CH, CHj
cido 2-metilcindmico
OH
N. ta m acido 3+(4,5~dihidroxi-2-metilcinamoil)-quinicc
Il
H CH—CH—C—O

C

icido 3-(4- mdroxx-z-meulcmamml)-qmmco

Fig. 5 Biotransformacion del acido 2-metilcinamico por Nicotiana tabacum

Se ha encontrado que la cumarina es hidroxilada por cultivo celular de Catharanthus roseus, a 7-
hidroxicoumarina, y et cultivo celular de Rufa sp. utiliza a este compuesto como precursor de

herniarina, marmesina y psoraleno'® (Fig. 6).

H H
d‘l Catharanius =
roseus
O o) HO 0 fo)

c .
N 7-hidroxicoumarina
Ru!a Ruta 'a
Ma:mesma Psoraleno

Fig. 6 Biotransformacion de la cumarina por C. roseus y Ruta sp.

La mayor parte de biotransformaciones con cultivos de células vegetales se han enfocado al area
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de los esteroides como el estudio que realizd Furuya en la bioconversion de la progesterona con
varios tipos de cultivos vegetales mediante la reduccion de los grupos 3-ceto y 20-ceto para dar
la formacion de palmitatos, glucidos e hidroxilaciones.

Homogenados de Cheiranthus cheiri transforman el colesterol a A'-colesten-3-ona, el cual se
metaboliza a su vez por homogenados de Digitalis purpurea, C. cheire Strophanthus sarmentosus
y Dioscorea deltoidea, igual que con cultivos celulares de Brassica hapus y Glycine max a 5a-
colestan-3-ona.

Marchantia polymorpha se ha utilizado para la biotransformacién de esteroides como la 1,4-
androstadien-3,17-diona a  17B-hidroxi-1,4-androstadien-3-ona, 4-androstan-3,17-diona y

testosterona®® (fig. 7).

O OH
1,4-androstadien-3,17-diona
OH

M. polyymorpha

¥ )

o Testosterona
1 7p-hidroxi-1,4-androstadien-3-ona

0]
4-androsten-3, 17-diona
Fig. 7 Biotransformacion de esteroides con M. polymorpha

La familia Podofilotoxina ha sido bien estudiada por Kutney *! en su quimica y biosintesis. Estos
estudios resaltaron las propiedades farmacologicas de esta planta en la que se descubrid una
sustancia anticancerosa; el etosido. La ruta de obtencién de este compuesto requiere el aislamiento
de la podofilotoxina de Podophyllum peltatum y su utilizacion como materia prima para
proporcionar el etdsido.

La aplicacion del cultivo de células vegetales de forma industrial se ha limitado por varios factores

como son las consideraciones econémicas, fisiolégicas y la magnitud del tiempo requerido para
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. . . . . 2
obtener la suficiente biomasa para realizar la bioconversion. 2

2.3.2.- Biotransformaciones con células animales
En la actualidad, las biotransformaciones con cultivos de células animales han sido muy poco

estudiadas. Generalmente se utilizan extractos, homogenados crudos o la enzima purificada para
realizarlas, motivo por el cual éste apartado se estudiard de forma conjunta con las

bioconversiones con enzimas.

2.3.3.- Biotransformaciones con biqmoléculas sintéticas

En afios recientes, ¢l amplio conjunto de disciplinas como la ingenieria genética, biologia
molecular y la  quimica organica han dado lugar a la aparicion de un nuevo tipo de
biocatalizadores: los sintetizados de forma parcial o total en el laboratorio, tal es el caso de los
anticuerpos biocataliticos, enzimas modificadas y enzimas semisintéticas.

Anticuerpos biocataliticos.- el sistema inmunolégico produce proteinas especificas que protegen
a los vertebrados de infecciones o enfermedades provocadas por bacterias, virus, y células
cancerigenas. Estos anticuerpos tienen la capacidad de discemir lo propic de lo no propio, son
proteinas grandes de 150,000 Daltones aproximadamente y consisten en 4 cadenas de
polipéptidos; dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras.

Los anticuerpos son excelentes herramientas en la deteccion, aislamiento y analisis de material
biolégico y son el elemento clave de nuevos procedimientos de diagnostico. Sin embargo, su
potencial no esta limitado a la biologia y la medicina pues también poseen potencial como
biocatalizadores.”

El protocolo general para obtener anticuerpos cataliticos (abzimas) es el siguiente: después de
determinar el estado de transicion de la reaccién a ser catalizada (hapteno), un compuesto de
estado de transicion similar se sintetiza. Este modelo se utiliza como antigeno para inducir
anticuerpos. Si se requiere, este ultimo se puede modificar quimica o genéticamente por adicion de
un grupo reactivo o un cofactor en funcién de catalizar otro tipo de reacciones. u

La mayoria de los experimentos realizados con anticuerpos cataliticos se elaboran con anticuerpos
monoclonales pues simplifica ia cinética y mecanismo de reaccion, la caracterizacién estructural y

permite la reproduccion en grandes cantidades de estas proteinas para su caracterizacion.

14
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Estes biocatalizadores se utilizan para catalizar una amplia variedad de reacciones quimicas que
van desde la hidrolisis de ésteres y amidas, transferencias de grupos acilo, lactonizaciones,
reacciones de eliminacion, reduccion, formacion y rompimiento de enlaces carbono-carbono,
reacciones fotoquimicas, asi como rearreglos tipo Claissen y reacciones de Diels-Alder.
En la revision que hizo Roberts®® en 1998 se mencionan varios ejemplos de reacciones con
anticuerpos unidos a diferentes tipos de haptenos, los cuales catalizan reacciones de hidrolisis,
4 como la de la cocaina, derivados de aminoacidos, ésteres, acetales, que dan una alta
enantioselectividad a estos anticuerpos.
Los pros de utilizar abzimas son que ofrecen un unico acervo de catalizadores artificiales y son
capaces de catalizar reacciones en las cuales no hay una contraparte equivalente dentro dei arsenal
de enzimas naturales.
La construccion de estas proteinas tienen una preferencia estereoquimica. La eficiencia catalitica
es baja en comparacion con las enzimas naturales, principalmente porque el estado de transicion
que se utiliza para producir el anticuerpo solo actia como patrén o plantiila para el verdadero
estado de transicion.
Enzimas modificadas.- se han encontrado dos tipos de modificaciones para las enzimas, el primer
tipo es por enzimas solubles en disolventes organicos y el segundo tipo es por Bio-imprinting
Las enzimas solubles en disolventes organicos actian en disolventes organicos anhidros de
sistemas heterogéneos. Para poder llevarlos a un sistema homogéneo, las enzimas deben
modificarse de manera que sean solubles en este tipo de disolventes, y se puede realizar por
uniones covalentes de polimeros anfipaticos como el polietilenglicol (PEG) a la superficie de las
enzimas.
- Las ventajas y desventajas de las enzimas modificas con PEG son: que se disuelven en disotventes
organicos, sus propiedades como la estabilidad, actividad y especifictdad se pueden alterar debido
a la solubilidad que presentan en varios disolventes organicos, los estudios espectroscopicos se
han simplificado. Principalmente este tipo de enzimas modificadas se utilizan en la sintesis de
ésteres, poliésteres, amidas y péptidos
El otro tipo de modificacién es por bio-imprinting, en donde se dan los cambios conformacicnales
en disolventes organicos lipofilicos, es decir, la estructura de las enzimas parece estar “congelada”

en medios organicos pero es flexible en agua.
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En solucion acuosa, para el sitio activo de la enzima se le agrega un sustrato similar (ligando
quiral) que forma un complejo parecido al de la enzima-sustrato. Este proceso estd muy
relacionado con pequefios cambios conformacionales. Cuando el complejo se coloca en un
disolvente organico anhidro, el ligando se lava, pero la enzima es incapaz de adoptar su
conformacién original debido al bajo contenido de agua en el sistema. Como consecuencia, la
estructura tridimensional de la enzima permanece “congelada”, como si recordara la estructura del

- ligando.

Enzimas semisintéticas.- Ademas de variar las propiedades fisicoquimicas de la enzima también

se ha intentado alterar sus propiedades. Por esto, se modifica el sitio activo de la enzima

semisintética, a cual frecuentemente no tiene mucho en comun con su antecesor natural, por
ejemplo, el grupo hidroxi de un residuo de serina en la subtilisina se puede transformar a su
analogo sulfuro o selenio. Convirtiéndose la serinhidrolasa en cisteinhidrolasa.

El intercambio del grupo reactivo no da una mejor enzima sino una enzima diferente, considerando

su actividad y especificidad. Los estudios de enzimas semisintéticas se han hecho principalmente

para obtener el mecanismo catalitico de las enzimas que permitan la creacion de biocatalizadores
sintéticos para uso de tipo preparativo.

Algunos ejemplos de biotransformaciones con biomoléculas sintéticas son:

e El uso de polileucina para la epoxidacion asimétrica de a,B-cetonas insaturadas. Algunos de los
epoxidos Opticamente activos derivados de esta metodologia se utilizan para preparar
heterociclos que contienen oxigeno, como el trans- y cis-dihidroflavonoles.*®

» La albumina sérica bovina (BSA) reconoce diferentes enantiomeros de materiales racémicos y
ha sido utilizada como un buen soporte para la resolucion de enantiomeros por cromatografia.

- Se ha demostrado que liga la forma P del heliceno racémico 2-hidroximetiltieno{3,2-e:4,5-¢’]di-

[1]benzotiofeno. También se ha demostrado que promueve la desprotonacion de
benzoisoxazoles. *’
O,N H ON =N

BSA, H,0.pH 10
NH -
7/
0

Fig. 8 Desprotonizacién de benzoisoxazoles por albumina sérica bovina
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El polipéptido poli(Asp-Leu-His-Leu-Ser-Leu) se ha construido simulando una triada presente
en las serin-proteasas. El polimero hidroliza el éster de p-nitrofenil de la fenilalanina con una
modesta enantioselectividad. **

La selenoenzima artificial, selenosubtilisina. E! efecto de este cambio es que el intermedianio
acilenzima es considerablemente mas reactivo hacia las aminas en agua, por lo que se

. 9
transforma de una proteasa a una aciltransferasa. 2

2.3.4.- Enzimas

Una de las caracteristicas mas importantes de las reacciones que ocurren en una célula viva es la

participacion de proteinas biocataliticas ilamadas enzimas, y tienen las siguientes propiedades:

aumentan la velocidad de reaccion, son los catalizadores mas eficientes conocidos hasta ahora por

el hombre: se distinguen por su especificidad de accion, su actividad esta sujeta a regulacion cuyo

agente o estimulo regulatorio puede ser intracelular o extracelular.

Las enzimas se clasifican en seis principales clases con base en el tipo de reaccion quimica que

catalizan;*®

1.

Oxidoreductasas (reacciones de oxido-reduccion de todos los tipos y son dependientes de
cofactores), reduccién de aldehidos, cetonas, enolatos, biohidroxilacion, sulfoxidacion,
epoxidacion, oxidacion Baeyer-Villiger, dihidroxilaciones

Transferasas (reacciones que implican la transferencia de un grupo intacto de atomos de una

molécula dadora a otra aceptora), transferencia glicosilica.

. Hidrolasas (reacciones que implican la ruptura hidrolitica de enlaces quimicos, tales como C-

0. C-N, C-C), formacién de ésteres, aminolisis, hidrolisis de ésteres, amidas, epoxidos,

halogenos, fosfatos, ademas de glicosilaciones, y sintesis de péptidos.

. Liasas (reacciones que implican la ruptura de C-O, C-N, C-C y otros enlaces por otros

meétodos fuera de hidrolisis u oxidacion), formacion de cianohidrinas, aciloinas y reacciones
aldolicas.

Isomerasas (reacciones que implican cualquier tipo de isomerizacion, tales como racemizacion,
epimerizacion e isomerizacion cis-trans), rearreglos tipo Claissen, isomerizacion de
carbohidratos, racemizacion y copolimerizacién

Ligasas (reacciones que implican la formacion de un producto que resulta de la condensacion
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de dos moléculas diferentes, acopladas a la ruptura de una union pirofosforica del ATP)
Actualmente se conocen mas de 2000 tipos diferentes de enzimas y muchas de ellas estan
disponibles de forma comercial. A continuacion se exponen algunos experimentos ordenados por
el tipo de enzima que realiza la biotransformacion.
Las deshidrogenasas como las esteroides deshidrogenasas, catalizan la reduccion de compuestos
carbonilos no esteroidales, y se les ha encontrado aplicacién en la sintesis quimioenzimatica de las
muscarinas. La glicerol deshidrogenasa purificada de Geotrichum candidum, se utiliza para la
reduccion asimétrica de cetoésteres. Las aminoacido deshidrogenasas catalizan la formacion de
cetoacidos de a-aminoacidos quirales y son dependientes de cofactores.”!
La formato deshidrogenasa dependiente de NADPH se modifico para trabajar con una alcohol
deshidrogenasa dependiente de NADPH de Lactobacillus sp. para reducir (R)-1-fenil etanol a
partir de acetofenona i

La polifenol oxidasa se utiliza para la hidroxilacion de fenoles™ como se observa en la figura 9.

@——-iﬁr .

Reduccion quimica

X=H, CHj, CH;0. HOOCCH,CH,, CL Br. . HOCH,CH, 0 fenCONHCH,

Fig.9 Hidroxilacion de fenoles

La alcoho! deshidrogenasa del higado del caballo (HLADH) oxida el cis-3-(2-hidroxi-

etil)ciclopentanol a (+)-3s-(2-hidroxietil)ciclopentanona con un 97% de ee. (fig. 10).

OH 0 OH
. Y ()
oH "o NN OH o
Cis-3-(2-hidroxietil)ciclopentanol (+)38-(2-hidroxietil)ciclopentanona H

Fig. 10 obtencion del ( +)-38-(2-hidroxietil)ciclopentanona

La D- y L- deshidrogenasa lactica reduce el acido cloropiravico a D- y L-acidos clorolacticos y
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estos a su vez pueden ser convertidos a acidos epoxiacrilicos (fig. 11).

0 OH 0
Cl\)-L D- L-deshidrogenasa Cl\/!\ —— |>\
CO,H lactica g COH COH
acido claropirivico D- v L-acido clorolictico acido epoxiacrilico

Fig. 11 Bioreduccién del dcido cloropiruvico a D- y L- dcidos cloroldcticos

Nagasawa y colaboradores” han desarrollado la conversion enzimatica det acrilonitrilo y
metacrilonitrilo en acido acrilico y 4cido metacrilico respectivamente utilizando hexano-3-lactasa

inducida en R. Rhodochrous J1 (fig. 12).

CH,=—CHCN + H,0 fex-&lactasa o  cy,=—=CHCOOH

CH,==C(CH;)CN + H,o -Hexd&acasa o cp,—C(CH;COOH
Fig. 12 Conversion enzimdtica del acrilonutrilo y metacrilonitrilo a deido acrilico y metacrilico
El equipo de Ensley ** descubrio que la expresion del sistema de la naftalendioxigenasa de
Pseudomonas en Escherichia coli pueden sintetizar el indigo, pigmento azul ampliamente utilizado
en la industria textil, ya que cataliza la oxidacion del indol para formar éste colorante (fig. 13). El
indol se produce a partir del triptofano en E. coli por la accion de la triptofanasa. Tal combinacion
de reacciones microbiologicas pueden dar al desarrollo de una tactica muy Gtil para obtener el

producto en cuestion.

CH;CH(NH)COOH OH
l N Triptofanasa N Naftalen | N
» dioxigenasa
N N N
cidn
O

N 0 7
Indigo
Fig. 13 Biosintesis del indigo

La oxidacion de la D-glucosa en el C-2 catalizada por la piranosa-2-oxidasa da como producto la
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i~glucosona, que se convierte por reduccion quimica a la D-Fructosa y es importante

comercialmente (fig. 14).

H;0;

CHO CHO ([‘HZOH
H-—é—OH EI__: C=0
HO—C—H ‘ 3 —_— — . —C -—H
H—C—OH p';i?;;aj > Hﬁ_é _gH Loludlo g OI:I_C —oH
H—C—OH H—(':—-OH H—(ii-—OH

HOH (lIHZOH éHzOH

0, H,

Fig. 14 Oxidacion de la D-glucosa para producir D-fructosa

Las glicosidasas son responsables del rompimiento hidrolitico de oligo y polisacaridos, pero la
reaccién reversa, la glicosidacion; que tiene importancia en la sintesis enzimatica se ha investigado
mucho. Las B-glicosidasas y las B-galactosidasas de diferentes fizentes son las enzimas de eleccion
para la preparacion de alquil o hidroxialquil gluco o galactopiranésidos. Algunos resultados se han
obtenido utilizando una preparacion cruda de B-galactosidasa de Sulfolobus solfataricus. .

Ias enzimas hidroliticas no necesitan cofactores para su catalisis y algunas de ellas se producen en
buena cantidad como las hidrolasas, lipasas, proteasas y penicilin acilasa.

Las lipasas se han desarrollado rapidamente en una clase de enzimas extremadamente tiles.
Tienen una alta estabilidad y tolerancia a la variacion en la estructura del sustrato, ademas de que
los compuestos usados no requieren ser solubles en agua, pues pueden operar mejor en interfaces
acuoso-organicas y se ha demostrado que retienen un alto grado de actividad en deshidrataciones
fuertes y en disolventes organicos.

Las reacciones mas representativas realizadas con lipasas son las siguientes: la lipasa de
Chromobacterium viscosium, realiza reacciones que generalmente obtienen un rendimiento del
80% en 1,6- y 1,7-diésteres. Estos diésteres tienen interesantes propiedades, pero también pueden

servir como sustratos para la hidrolisis enzimatica (fig. 15).
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T TTe o
Q

o Lipasade
Chromobacierium
viscosum

-

HO"""

Fig. 15 Obtencion de la butanoilcastanospermina por C. viscosum.

El alcaloide castanospermina que es de importancia clinica como agente anticancerigeno y
especialmente como medicamento en el tratamiento del SIDA, tiene varios O-acil derivados que
son 20 veces mas activos inhibiendo la replicacion del VIH. Esta transesterificacion se biocataliza
con una proteasa, la subtilisina® ¥ *® que en piridina anhidra se ha encontrado que funciona como

lipasa (fig. 16).

subtilisina
piridina

+R|COOR2

Rj es alquil,aril, oa-aminoalquilos
R3 es cloroetil, 2,2,2-tricloroetil, 2,2,2-trifluoroetil o vinil

Fig. 16 Acilacién regioselectiva de castanospermina en piridina
La resolucién cinética de 2-bencilpropanol catalizada por la lipas . de Pseudomonas sp. se realiza
en fert-butilmetileter, que a pesar de la proximidad entre el hidroxilo primario y el centro quiral de

esta molécula, la lipasa exhibe una alta estereoespecificidad (fig. 17).

OH Lipasa Pi
(03 t-BuOMe

Fig. 17 Biotransformacion catalizada por la lipasa de P. sp.

Los grupos de Yamada” y Guiman® han descrito el uso de lipasas en disolventes organicos
anhidros para la produccion de lactonas, incluyendo cetonas quirales para metilésteres de
hidroxiacidos. Por otra parte Cesti y colaboradores® demostraron una alta monoacilacién

regioselectiva de varios glicoles en etil carboxilatos, catalizados por la lipasa pancreatica porcina.
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Las halogenasas se usan para el reemplazo de halogenos con un hidroxilo. Aunque estos
biocatalizadores podrian tener un gran potencial sintético, no estin ampliamente distribuidas en la
naturaleza y la mayoria de los estudios se refieren a la degradacién de xenobioticos. Por otro lado,
la eliminacion de un haluro de hidrégeno de una halohidrina bajo catalisis de una halohidrina
epoxidasa da como resultado un epoxido®
Las proteasas, se han aplicado en muchos procesos sintéticos y el mas importante es la sintesis de
¢ enlaces peptidicos y semisintesis de proteinas, aunque también se han utilizado en la sintesis de
ésteres.
Las esterasas se utilizan en la hidrolisis estereo y regioselectiva de ésteres, en la preparacion de
ésteres quirales, acidos y alcoholes. Como uno de los ejemplos esta la esterasa del higado de cerdo
(PLE) se usa en la hidrolisis selectiva del dietil-B-metilglutarato a su éster, asi como en la

resolucion de imidazolona a la (+)-biotina (fig. 18)

PLE
. COEt CO.Et COoH OOt
Fig. 18 Obtencién de Biotina a partir de imidazolona con PLE
Las amidasas se han utilizado para la resolucion de aminoacidos y la formacion de enlaces amido
en polipéptidos y proteinas, como en la sintesis de insulina humana a partir de insulina porcina.
Otras aplicaciones son la resolucion de aminas, produccion de di- u oligopéptidos, en reacciones
que se llevan a cabo en medios organicos o miscelas reversas y en la modificacion postransiacional
de proteinas obtenidas de una fuente natural por tecnologia de ADN recombinante.

Y Las nitrilasas hidrolizan compuestos aromaticos, nitrilos heteroaromaticos, mientras que los
compuestos alifaticos son transformados por la via de los dos pasos, en la que se encuentra una
formacion intermedia de la carboxamida, que es biocatalizada por una nitrilo hidratasa y una
amidasa, respectivamente.

Las hidroxinitriloliasas catalizan la formacion asimétrica de cianohidrinas en HCN y a partir de un
aldehido y menos comun la cetona. Esta (ltima es materia prima para la sintesis de muchos tipos
de compuestos tal como los a-hidroxiacidos o ésteres, aciloinas o 1,2-dioles, etanolaminas asi

como aminonitrilos y aziridinas. Sin embargo, algunas cianohidrinas quirales constituyen el alcohol
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quiral de insecticidas comerciales como los piretroides.
La adicion enantioselectiva de acido cianhidrico a varios aldehidos, catalizado por la

mandelonitrila liasa dan las cianohidrinas R épticamente activas* (fig. 19).

0
X—< + HCN mandelonitriloliasa
H X="Fenil, Funi, nicotmil, bencil

ol 'I.Iln-<
m I

Fig. 19 Cianohidrinas dpticamente activas

Las aldolasas realizan reacciones biocataliticas que se llevan a cabo en soluciones acuosas a pH
neutro sin la necesidad de una metodologia de proteccion excesiva. En general las aldolasas son
muy fieles con sus donadores, pero poseen una relajada especificidad para el aceptor. Catalizan
condensaciones aldolicas reversibles de azicares y exhiben una alta especificidad para las
dihidroxicetonas fosfato, toleran también aldehidos. Ejemplos de éste tipo de enzimas son la
farnesilpirofosfato sintetasa que se usa en la sintesis asimétrica de isoprenocides.
La L-fenilalanina se sintetiza por adicién de amonio marcado isotopicamente con 4cido cinamico
por la fenilalanina amonio liasa. Otro grupo muy util de enzimas hidroliticas son las
nitrilohidratasas, las cuales catalizan la hidrolisis de acrilonitrilo.
Las isomerasas no requieren la adicion de cofactores y varias aplicaciones se han revisado, tal es el
caso de las glicosidasas en la conversion de harina de maiz a glucosa. La glucosa isomerasa
cataliza el equilibrio de glucosa a fructosa. El acido aspartico se separa por la adicion de amonio al
acido fumérico en una reaccién biotransformada por la aspartasa, el acido malico por la
hidratacion del acido firmérico biocatalizada por la fumarasa.
Las reductasas purificadas generalmente se utilizan para propositos sinté:icos, tienen la desventaja
] de que necesitan cofactores como el NADH y el NADPH y aunque varios métodos para la
reutilizacion de las coenzimas se han encontrado, este complicado problema parece ser el principal
obstaculo para el uso mas general de estos biocatalizadores**
Dentro de las reacciones realizadas por las enzimas estan las reacciones multienzimaticas en las
cuales se usan mas de una enzima para la sintesis de un compuesto dado. Un ejemplo de una
biotransformacion multienziméticil podria ser el uso de algunas enzimas compatibles en secuencia

para una sintesis de multipasos. Tipicamente, puede ser la busqueda de varios biocatalizadores en
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orden de encontrar las condiciones més precisas para llevar a cabo la biotransformacién con el
méaximo exceso enantiomérico.” _

La sintesis de 1,5-ribulosa-difosfato, un importante sustrato en bioquimica vegetal, a pesar de su
aparente complejidad es actualmente sencilla y varios cientos de gramos de este compuesto se

preparan en el curso de varias reacciones desarrolladas por este método.

» 2.3.5.- Microorganismos

Los microorganismos se utilizan para efectuar transformaciones quimicas, esto es, cuando el
producto deseado no es un metabolito de la célula pero es producido como resuitado de la
conversion enzimatica de un sustrato inusual agregado al medio de cultivo. De esta manera se ha
logrado la produccion de una amplia variedad de compuestos de bajo peso molecular como son:
antibioticos (ciclosporinas, inmunosupresores, inhibidores para la sintesis del colesterol,
alcaloides) vitaminas, aminodcidos y esteroides.

A continuacién se exponen algunos ejemplos de Dbiotransformaciones hechas con
MICroOrganismos.

-« En lo que respecta a las cetonas el hongo Yarrowia lipolytica las reduce a su correspondiente (R)-
alcohol. Por otro lado la levadura Pichia farinosa también reduce cetonas a su respectivo (R)-
alcohol, ademas de que reduce dionas aciclicas a dioles.®
Por su parte los B-cetoesteres pueden ser reducidos por Geotrichum candidum, el cual da como
resultado hidroxiésteres Opticamente activos. Los resultados obtenidos de la reduccion de los 8-
cetoésteres con levaduras dependen del origen y tipo de estas. Células de Profeus vulgaris son
muy eficientes en la reduccién estructural de 2-oxoacidos a (R)-2-hidroxiacidos con un resultado
satisfactorio y compieta estereoselectividad. La oxidacion estereoselectiva de Baeyer-Villiger de
ciclohexanonas usando Acinetobacter TD63 y una monooxigenasa dependiente de NADPH de
Pseudomonas NCIMB 9872 se han comparado y ambos sistemas dan lactonas Opticamente activas
con un buen exceso enantiomérico.*®
La hidrolisis regioselectiva de un grupo nitrilo es generalmente imposible utilizando la catalisis
tradicional la cual da a la formacién de mezclas complejas, pero el cultivo de células microbianas
es efectivo para este proposito.

Se ha realizado la conversion enzimatica de acrilonitrilo y metacrilonitrio en acido acrilico y 4cido
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metacrilico respectivamente usando hexano-5-lactona inducido por Rodococcus rhodochrous |
(fig. 20).

CH,=CHCN + . 2H,O —_— CH,—CHCOOH
(Acnilonitrilo)

CH,=—=C(CH;)CN + 2H,0 —> CH,==C(CH3)COOH
{(Metacrilonitrilo)

Fig. 20 Conversién biocatalitica de acrilonitrilo y metacrilonitrilo con R. rhodochrous J1

La propeno halohidrina se sintetiza a partir del propeno usando Caldariomyces fumago
cloroperoxidasa en presencia de peroxido de hidrogeno. La halohidrina es posteriormente
convertida a oxido de propeno por Flavobacterium halohidrin epoxidasa. El peroxido de

hidrégeno se administra a través de la reaccion de oxidacion de glucosa por la glucosa-z-oxidasa“

(fig. 21).

KX, X:Cl, Br OH X o
- N
Gy, Clorperidasa, Gy by - an—u—ox
halohidrin epoxidasa
o) g .
D-glucosa 2 » 2-arabino-2-hexocelulosa + HyO; Reduccidn quimica 1y frctosa

Glucosa-2-oxidasa

Fig. 21 Biosintesis del éxido de propeno con C. fumago y Flavobacterium

La hidroquinona se sintetiza por medio de procesos quimicos y se usa en la industria fotografica,
Yoshida* y colaboradores han elaborado un proceso microbiano con Mycobacterium sp. B-394
que cataliza la posicion especifica de la hidroxilacion del fenol por lo que se ha utilizado como
biocatalizador (fig. 22).

Fig. 22 Biosintesis de la hidroquinona con M. sp.

El hongo Aspergillus niger, puede oxidar la cinerona a cinerolona® (fig. 23).

25




Marco teorico

A. niger
—_—

HO"

cinerona cinerolona

Fig. 23 Biooxidacién de la cinerona a cinerolona

Los productos naturales como el larixol y el taxano son hidroxilables utilizando Moucor plumbeus y
Cunninghanella echinulata respectivamente. El principal problema con respecto a las reacciones
de hidroxilacion son su impredecibilidad del sitio de hidroxilacion.

Aspergillus niger es el organismo que generalmente se utiliza para obtencién de acido citrico y
otras levaduras como Candida lipolytica y Yarrowia lipolytica. Estas levaduras producen
cantidades significativas de este 4cido en medios que contienen carbohidratos. Cerca del 70% del
acido citrico se utiliza en la industria alimenticia como acidulante, saborizante, preservador,
auiioxidante, estabilizador, amortiguador, etc. cerca del 10% en cosméticos, farmacia y el
remanente en diversos propdsitos industriales.**

La hidroxilacién de progesterona en la 11a-posicion por Rhizopus arrhizus o Aspergillus niger
hacen aproximadamente la mitad de los 37 pasos de la sintesis quimica convencional y la 1la-
hidroxiprogesterona hace disponibles estos compuestos para fines terapéuticos a costos
razonables.**

Aspergillus flavus convierte el 17a-etinil-3,17-estradiol en tres productos monohidroxilados como
el 17a-etinil-10p, 17B-dihidroxi-4-estren-3-ona (30%) (fig. 24).

()

WC=CH
A. flavus

o)

Fig. 24 Biotransformacion con A. flavus

Cylindrocarpon radicicola y Streptomyces sp. convierten la progesterona a ia lactona antitumoral,

testolactona con un rendimiento del 85%* (fig. 25).
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C=0
0
_C. radicicola 0
S. sp.
0 0O

Fig. 25 Bioconversion de la progesterona a la testolactona

2.3.6.- Saccharomyces cerevisiae

La levadura de pan, Saccharomyces cerevisiae, se ha utilizado en la industria del pan durante
mucho tiempo. Su proceso esta registrado en las antiguas escrituras y representa uno de los
primeros aprovechamientos que hace el hombre de este organismo.

El primer uso bien documentado de una biotransfromacion es el de la fermentacion de azicar a
etanol realizada por S. cerevisiae, un proceso que probablemente sentd las bases para la fundacion
de la microbiologia como ciencia.’?

A continuacion se presentan las generalidades y caracteristicas del grupo al que pertenece.

Clasificacién taxondmica®

Reino: Fungi

Division: Eumycota

Subdivision: Ascomycotina

Clase: Hemiascomycetes

Orden: Endomycetales

Familia: Saccharomycetaceae
Género; Saccharomyces

Especie: Saccharomyces cerevisiae

El caracter esencial de este tipo de hongos es la formacion de esporangios especiales,
caracteristicos de su estado de reproduccion sexual, llamados ascas 0 ascos en cuyo interior se
generan las esporas denominadas ascosporas. El talo puede ser unicelular, pero generalmente est2
constituido por un micelio bien desarrollado con hifas ramificadas y septadas, cuyas células poseen
de uno a varios nicleos. En su mayoria son hongos eucarpicos, aunque los hay holocarpicos.
Tienen reproduccion sexual y asexual. La reproduccion sexual termina con la formacién de ascas y

ascosporas.
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Los ascomicetes son cosmopdlitas y constituyen el grupo mayor de hongos, por lo que respecta al
nimero de géneros y especies; tienen diversas formas de vida como saprobios, parasitos,
simbiontes y son de enorme importancia cientifica y practica.

Los hemiascomicetes son los ascomicetes més primitivos. Con frecuencia el micelio falta por
comﬁleto o esta muy poco desarrollado, pero también hay formas con seudomicelios o con
micelios tipicos abundantes, aunque es comiin que los talos de los representantes de esta clase
estén reducidos a simples células de diversas formas, predominando las esféricas, ovoides o
elipticas.®

En el orden endomicetales las ascas se forman directamente en los cigotos, que provienen de la
fecundacion de dos células o por painenogénesis de una.

Saccharomyces, ¢s €l género mas importante de las levaduras, desde el punto de vista economico,
pues sus especies son las mas utilizadas en la industria de la fermentacion alcohdlica, en la
elaboracion de pan y como complemento alimenticio del hombre y de los animales domeésticos.
Saccharomyces cerevisiae es una especie muy versitil que puede desarrollarse en muchos
sustratos, tiene cambios en su morfologia y efectuar diversas actividades quimicas.

En los ultimos 40 afios, los cientificos han puesto su interés en este microorganismo con la
intencion de utilizarlo para sintetizar importantes intermediarios quimicos, ya que tiene un gran
potencial en las biotransformaciones, ademas de ser barata y facil de obtener y generalmente las
mezclas de reaccidn no requieren complementos como nutrientes o factores de crecimiento.*

8. cerevisiae es capaz de realizar diferentes tipos de reacciones quimicas, como la reduccion de
grupos carbonilos, reduccion de dobles enlaces, la interconversion de grupos funcionales con
actividad similar y la sintesis de heterociclos™

Una de las reacciones mas simples efectuadas con S. cerevisiae es la de cetoésteres a sus

hidroxiésteres como la que muestra Bennet con un rendimiento del 70% y una pureza del 78%

(fig. 26). .
. .
S. cerevisiae )
Z Me |

Fig. 26 Reduccion de cetoesteres investigada por Bennet.
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También se han realizado reducciones con P-cetoésteres a sus correspondientes p-hidroxiésteres,
ejemplo de este tipo de reducciones son la biotransformacion del acetoacetato de etilo a su 8-
hidroxiéster S(+)-3-hidroxibutanoato de etilo con un rendimiento del 70% y un exceso

enantiomérico del 90%, compuesto muy (til en la quimica sintética (fig. 27).

CH;
CH _gCH _gOCH CH: S cerevisiae| H'""C\ ”
’ : 2 Hd CH,COCH,CHj;
acetoacetato de etilo $(+)-3-hidroxibutancato de etilc

Fig. 27 Reducci6n de B-cetoésteres a sus correspondientes f-hidroxiesteres

En la bioconversién de acidos P-cetocarboxilicos, como en la obtencion del acido (+)-(2R,3R)-
corimonicilico, un constituyente de la pared celular de Corymebacterium sp. requiere la reduccion
del acido 3-6xido-octadecanoico, resultando un (R)-3-hidroxiacido en los primeros pasos de la

sintesis con rendimiento del 40% y un ee. del 98% (fig. 28).

O 0 OH O

/U\)J\ 3. cerevisiae
CisHy OH

Fig. 28 Bioconversion de dcidos fcetocarboxilicos

CisHsy OH

En el campo de las cetonas Izumi y colaboradores® reportaron la reduccion de las a-
(alcoxicarbonilamino) acetofenonas, utilizando S. cerevisiae en forma libre ¢ inmovilizada (fig.
29).

RHNCH;

R

S. cerevisiae S. cerevisiae
inmovilizada
HO, H H\ OH
RHNCH:XO\ RHNCH:AQ
R

R

Fig. 29 Biotransformacion del a-(alcoxicarbonilamino) acetofenonas
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Fantin™ logro la biorreduccion del biciclo-hept-3-en-6-ona metil-sustituida utilizando 5.
cerevisiae y otros hongos como Yarrowia lipolytica, Fusarium sp, y Penicillium roqueforti, el
sustrato inicial de la reaccion es el 1.4-dimetil-biciclo[3.2.0Jhept-3-en-6-ona para dar los
correspondientes, (-)-(1R, 5S, 6S)-endo- y el (+)-(1S, 58, 6S)-exo alcoholes (fig. 30).

4,0 S. cerevisiae WOH OH
Yarrowia lipolytica "
. Fusarium sp. -
R Tricoderma sp. R + R~
Penicilluim roqueforti 7
% R, Ry 7 Ry

Fig. 30 biorreduccion del biciclo-hept-3-en-6-ona metilsustituida utilizando S. cerevisiae

La biorreduccion de 2-(2-nitroetil)ciclohexanona da los correspondientes nitroalcoholes con
buenos rendimientos y con un aito grado de exceso enantiomérico. Una vez obtenidos estos
compuestos se hace la proteccion del grupo hidroxi con DHP (dihidrofurano), seguido por la
oxidacién del grupo nitrometilénico en un medio basico, para dar las y-lactonas, posteriormente a

la desproteccion del grupo y la ciclizacion™ (fig. 31).

0 OH
q/\ S s O )
'/\N 0,

NO;

WOH

l NO,

Fig. 31 Biorreduccién de 2-(2-nitroetil)ciclohexanona a sus nitroalcoholes

El B-metil-y-oxo-cronato de etilo puede captar una unidad C; originado de Ia descarboxilaxion del

piruvato dando su correspondient'e diol con un rendimiento del 35% (fig. 32).

0

SN H S. cerevisige

o H
Fig. 32 Adicion de una unidad C; al f-metil-oxo-cronato de etilo con S. cerevisiae
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La biorreduccién de 2-metil-3-oxobutanoato demuestra una alta diasteroselectividad cuande el

grupo R es n-CgH)7 y baja diasteroselectividad cuando el grupo R es C(CH;); (fig. 33).

0 COOR HO, COOR OH COOR
>_< S. cerevisiae /'__./ + -f-<
kS \

Fig. 33 Biorreduccion del 2-metil-3-oxobutanoato

S. cerevisiae también realiza la conversion biocatalitica de 17-cetoesteroides, como en la
conversion de andros-4-ene-3,17-diona a testosterona. Otro ejemplo es la reduccion de la

cetopantoil lactona a pantoil lactona teniendo un rendimiento del 90-93 %™ (fig. 34).

H S. cerevisiae ﬁ\
—_—
o~ o o~ O

Fig. 34 Biorreduccién de cetolactonas.

La biotransformacion de aldehidos como el benzaldehido a alcohol bencilico con un rendimiento
del 50% y la condensacion del acetaldehido y benzaldehido resultando en el L-fenilacetilcarbinol
son otras reacciones catalizadas por S. cerevisiae. A su vez, la biotransformacion del 2’-

bromoacetofenona a su S-alcohol enantioméricamente puro con un rendimiento del 70%> (fig. 35)

C,H CH,0H
O/ \\O S. cerevisiae
Benzaldehido Alcoholbencilico
H
C/
W N HO 0 HO OH
O + CH3CHO Scerwvisiae,, | N o o H/\'C—CiH
Acetaldehido Ferl “CH; Fen CH;
L-fenilacetilcarbinol
O
S. cerevisiae »
Br
2'-bromoacetofenona S-alcohol

Fig 35 Biotransformacién de aldehidos y cetonas con S. cerevisiae
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Otra transformacién de grupo funcionales catalizada por S. cerevisiae es la reduccion de dobles
enlaces C=C, C=0. Como regla los dobles enlaces necesitan ser activados por un grupo
electroatractor para tener buenos rendimientos.*®

El (R)-(+)-citronelol se obtuvo de la reduccién del geraniol producto de una reaccion de adicion
de Michael llevandose a cabo con células inmovilizadas (fig. 36).

HOHQC\)\/\)\ S. cerevisiae HOH,C ;

Geraniol (R)-(+)-citronellol

:

Fig. 36 Obtencion de (R)-(+)-citronelol a partir de una adicion de Michael con S. cerevisiae

La ribitilamina, un intermediario de la riboflavina, se sintetizo mediante la biorreduccion det 1-
desoxi-1-(2-amino-4, 5-dimetil)-anilino-D-ribitol utilizando S. cerevisicte. Otras reacciones llevadas
a cabo por este mismo método son la biotransformacion del 1-desoxi- } -p-toluidin-D-fructosa

dando la p-toluidina® (fig. 37).

CH; CH;
CH; CH;
H» H;N
H NH
CHy . cereyisiae. (l:HI
|"o H—(I:—OH
H—C—OH H—C—OH
H—C—OH H—C—OH
CH,OH CHOH
-
¢=0 §
HO—C—H S. cerevisiae,
HO—C—H >
H—¢|3—OH L
CHOH ’

Fig. 37 Obtencion de la ribitilamina y p-toluidina con S. cerevisiae

La reduccién biocatalitica empleando S. cerevisiae se ha extendido a la sintesis quimioselectiva de

DNA-enlazado a pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiacepina (PBD) de antibioticos, antitumorales, etc.
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Aunque los PBDs con una amina secundaria o amida funcional en Nio-Ca1) ya se sintetizan, la
introduccién de una imina o amino alcohol en esta posicion es problematica debido a la reactividad
de estos grupos funcionales. El estudio inicial se realiz6 con el éster metil(2S)-N-(2-
nitrobenzoil)pirrolidina-2-carboxilato, que se hizo reaccionar con NaN; dando {a azida derivada,

se biotransformé con S. cerevisiae, obteniendo el PB en rendimientos cuantitativos™ (Fig. 38).

COMe

H\ 0]
R NO; | R COMe, R, N H
O O S. cerevisiae ’
N N.
R Ry Ry N
O 0 O

Fig. 38 Sintesis quimioselectiva de pirrolof2,1-c][1.4  [benzodiacepina

Kakulapati y colaboradores reportan por primera vez la reaccién de Diels-Alder realizada con S.

cerevisige al transformar la piridazinona con dietil azodicarboxilato® (fig. 39).

R O
ACO02C2Hs
| ~ 1\|}’ . 1|\|I S. cerevisiae N—CO0,C,Hs
—CH N NG/
N—CH, HsC20,C” R “SN—C0,C,Hs
A _

Fig. 39 Reaccion de Diels-Alder realizada con S. cerevisiae

Por su parte Stewart y colaboradores® fueron los primeros en investigar la oxidacion Baeyer-
Villiger biocatalizada con S. cerevisiae (modificada genéticamente) a partir de la ciclohexanona

para dar la hexano-6-lactona (fig. 40).

O 0]
| @
l l S. cerevisiae
R R

Fig. 40 Reaccién de Baeyer-Villiger biocatelizada con S. cerevisiae

La biooxidacion del metil-para-tolilsulfuro a su correspondiente (R)-sulfoxido utilizando levaduras

de pan, se realizo6 con células enteras teniendo un rendimiento del 60% y un ee del 92%. El
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sulfoxido quiral ((R)-metil-para-tolilsuifoxido) obtenido de esta forma se utilizd como un auxiliar
en la sintesis de intermediarios en la preparacion de agentes hipocolestémicos como el acido

mevalonico® (Fig. 41).

0:

- |

_ S. cerevisige ME g
Me—Q—S Me —E 7 “Me

Fig. 41 Biotransformacion del metil-para-tolilsulfuro a su (R)-metil-para-tolilsulféxido

La reduccion del 5-acil-1,2,4-triazinas o sus oximas da como resultado la obtencién de alcoholes
quirales (S-isomeros), cuando se realiza con 3. cerevisiae® (fig. 42).

N . N~y
|

S. cerevisiae
~ /Ik o Me Y
N = N Fen
OH

Fig. 42 Biorreduccion de 5-acil-1,2,4-triazina a su aicohol quiral

La capacidad de S. cerevisiae para efectuar la reduccion de grupos nitroaromaticos, se reporto por
primera vez hace 80 afios y salvo algunos articulos recientes, se conoce poco de este tipo de
biotransformaciones.

Los nitrocompuestos organicos son importantes intermediarios porque se pueden convertir
facilmente a aminas, anilinas, carbonilos e hidrocarburos, asi “0s nitrocompuestos opticamente
activos se pueden utilizar como bloques de construccion quiral para la sintesis asimétrice. Algunos
ejemplos de biotransformaciones de nitrocompuestos se presentan a continuacion.

El uso de nitroalcoholes quirales como precursores para la sintesis de heterociclos permite
extender la reduccion de S. cerevisige para diferentes y-nitrocetonas proquirales aromaticas y
alifaticas. En particular, la biorreduccién de nitrocetonas para obtener nitroalcoholes para la
sintesis de heterociclos quirales a traves de la manipulacion de grupos nitro. “

La exposicion del 2-nitrobencenonitrilo con §. cerevisiae es biotransformado a la 2-cianoanilina.
Sin embargo, Davey y colaboradores® aislaron como producto primordial la 2-aminobenzamida y
solamente una pequefia parte de la anilina. Extendiendo los tiempos de reaccion lograron obtener

la 2-metil-2,3-dihidro-( 1H)-quinazolin-4-ona, resultando de la reaccion de la 2-aminobenzamida
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con derivados del acetaldehido que surgen de la oxidacion del etanol utilizado como disolvente. El

mecanismo de bioconversion de estos productos propuesta por este grupo es el siguiente (fig. 43):

NO, NH; NH>
CN CONH; CN
.. +
S. cerevisisae
i NAD_!
NADH o I Me
: - NAD \ ]
E enzima enzima % HN,]\NH
* |
L =
NHOH H HN—@ 0
CN NH
Y U
----------- » H

Fig. 43 Mecanismo de reaccién propuesto por Davey para la biotransformacién de 2-nitrobencenonitrilo.

Baik y colaboradores® ®, reportan la reduccion rapida, simple y selectiva de compuestos
nitroaromaticos (nitroarenos halégeno sustituidos) a sus correspondientes amino derivados
utilizando levadura de pan en una solucién basica como biocatalizador. Las ventajas de este
método segun el investigador son: la reduccion selectiva de nitrocompuestos aromaticos en
presencia de otros grupos reducibles, una reaccion rapida, uso de pequeiias cantidades del
biocatalizador, y altos rendimientos de las anilinas sustituidas (fig. 44).

NO, NH,

S.cerevisiae-NaOH -
H?20-MeOH 72-80°C

X X

Fig. 44 Biotransformacion de nitrocompuesios aromdticos propuesta por Baik.

Este mismo autor en 1995 * reporta la bioreduccion selectiva de compuestos nitrosoaromaticos a
sus correspondientes anilinas utilizando a S. cerevisiae como agente reductor. El nitrosobenceno
al ser tratado con el biocatalizador en una solucion acuosa con metanoi a 80°C durante 8 horas da

la anilina correspondiente con altos rendimientos, descubriendo la formacion de un intermediario,
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el azoxibenceno (fig. 45).

0t =4 = PO
N,
/

Fig. 45 Descubrimiento del intermediario azoxibenceno en la obtencion de anilina

El grupo de trabajo de Baik® llevé a cabo la desoxigenacion de una serie de compuestos N-oxido
aromaticos y heteroaromaticos, variando el ambiente quimico. Cuando se obtiene el azoxibenceno
es tratado con S. cerevisize y NaOH, en etanol y agua a reflujo, resultando el azobencenc
exclusivamente. En la mayoria de los casos, la completa reduccion de azoxibenceno a anilinas se
observé en pocas cantidades. Otro reactivo que respondi6 a este tratamiento fue la quinolina N-

oxido dando lugar a las quinolinas con un alto rendimiento quimico (fig. 46).

!
=N S cerevisiae N=N
NaOH
X X
R S
& . NaOH y
X X

o

Fig. 46 Desoxigenacion reductiva del azoxibenceno y quinolina N-éxido por S.cerevisiae-NaOH

El 2-nitrocinamaldehido da la quinolina N-6xido en un 91 % cuando es biotransformada por §.
cerevisiae en un medio basico, pero en esta reaccién no se observa la reduccion a o-

aminocinamaldehido ni a su alcohol™ (Fig. 47).

O
X
S cerevisiae
NO,
FA

Fig. 47 Biorreduccion del 2-nitrocinamaldehido con S. cerevisiae en un medio basico.

36




Marco teorico

Takeshita y colaboradores,™ ™ ™ reportan el efecto del sustituyente en la reduccion de
compuestos nitroaromaticos en un anillo de benceno. Tal es el caso de los orto- o para-
acilnitrobencenos, que después de 72-108 hrs a 32-33 °C dan las aminocetonas correspondientes,
sobre los nitroalcoholes (fig. 48).

NO; NH NO;

1zl Rl Rl

S. cerevisiae +

R2 R2 R2

Fig. 48 Biotransformacién del orto- o para-acilnitrobenceno con S. cerevisiae.
Ohta y colaboradores,™ han demostrado que S. cerevisige, tiene la capacidad de hidrogenar
enlaces carbono-carbono deficientes de electrones como en la biohidrogenacion asimétrica de
nitroolefinas, pero esta reaccion solo se lleva a cabo en la posicion a. La incubacion de

nitroolefinas con S, cerevisiae da el 1-nitro-2-fenilpropano con rendimientos moderados (fig. 49).

H;Cq H H;Cs. CHNO; HsC CH;NH:
AN . N 56 2Nz
jo=C{  Scenil, ! - X
HiC NO, HC Yy HC® H
Fig. 49 Biohidrogenacion asimétrica de nitroolefinas con S. cerevisiae.
Poca atencion se ha puesto en ia preparacion de heterociclos utilizando . cerevisiae y Navarro-
Ocaiia® reporta en 1996 la reduccion de (Z)-3-alquil-3-nitro-2-fenilpropenonitrilos con S.

cerevisiae para obtener los isoxazoles correspondientes, sienuo esta la primera vez que se

obtienen este tipo de compuestos mediante una biotransformacién con microorganismos (fig 50).

R Ph
R Ph
N>=< S. cerevisiae . m
0, CN N\O NH,

R = fenilo, 4-clorofenilo, 4-metoxifenilo,
4-nitrofenilo, 2-furilo, metilo, hidrégeno

Fig. 50 Biotransformacion de nitropropenonitrilos a sus isoxazoles

Takeshita vy colaboradores,” reportan la reduccién quimioselectiva de nitroalquenos
heteroaromaticos con S. cerevisiae. Como lo muestran en la reduccion de derivados de E-B-

nitroestireno dando los nitroalcanos correspondientes (fig. 51).
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= NO:
S. cerevisiae, NO;
Ry R; Ry Ry
Ry Rz
NO; NO;
\ S cerevisiae,, o
CHs
Rl Ri Ry R
Ry R
N NO; NO;
S. cerevisiae
R —_— " R
NO; NO;
| AN s T NO;
R X . cerevisiae,
! Ry R X R

Fig. 51 Biorreduccion de E-nitroestirenos con S. cerevisiae.

E! grupo de McAnda™ ha estudiado también las biorreducciones de nitroestirenos utilizando las
fevaduras tanto en medios acuoso y organico, en todos los casos, la biorreduccion de este
compuesto con sustituyentes en la posicién B dan productos racémicos, mientras que se observa
una reduccién estereoselectiva en nitroestirenos a-sustituidos. Para realizar estas investigaciones
han elaborado las biotransformaciones con sustratos deuterados o tritiados, para asi observar el

mecanismo de reaccion.

2.4.- Sintesis de los nitroalquenonitrilos

Los productos nitrados son escasos como material biolégico, y la actividad que se les conoce es:
bactericida, fungicida, herbicida o de defensa contra insectos.” Por otro lado los compuestos
nitrados tienen una gran importancia en el area industrial, principalmente aquellos que incluyen
anillos arométicos que se utilizan en la fabricacion de colorantes, farmacos y agroquimicos.™

Los compuestos nitrados alifaticos son muy importantes para la sintesis de moléculas mas
complejas, pudiendose preparar por varias rutas, se pueden interconvertir en casi todos los grupos
funcionales y ademas pueden formar enlaces carbono-carbono en una gran variedad de formas.™
La preparacion de los nitroalquenonitrilos ha sido poco estudiada y el método mas comun consiste

en la nitracién de alquenos con oxidos de nitrogeno o agentes nitrantes derivados de éste.
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Ei 3-nitropropenonitrilo se preparé por la nitracion con cloruro de nitrosilo (NOC!) para formar
primero el cloronitroalcano, el cual por tratamiento con acetato de sodio forma el 3-

nitropropenonitrito® (fig. 52).

:>_<CN 1) NOCH H CN
—_—
H 2) CH;0,Na 02?_<H
Fig. 52 Nitracién del acrilonitrilo con cloruro de nitrosilo

Los 3-nitro-3-alquil-2-arilpropenonitrilos sustituidos son otro tipo de nitroalquenos que se pueden
sintetizar a partir de los 3-alquil-2-arilpropenonitrilos® mediante la nitracién con diéxido de
nitrégeno (NO=N,0,) a -5°C.

Otros compuestos que contienen la estructura de los 3-nitropropenonitrilos son los 2-nitro-1-
benzonitrilos sustituidos que se han preparado ya sea por la nitracién directa de los bencenonitrilos

o por la adicion del ion cianuro a compuestos heterociclicos nitrados™ (fig. 53).

NO,
Q Nitracion @
CN N CN
NO, NO,
McOH
s O P

Fig. 53 Preparacion de 1,2-cianonitrilos

De forma general podemos mencionar que los usos mas importantes de los 3-nitropropenonitrilos
incluyen la preparacion de S-aminoisoxazoles,” pirazotinas,* B-lactamas,® isoxazolidinas.™ Otros
compuestos que se han preparado son los heterocicios oxazinomicina,” y 3 alquilpiridinas®(fig.
54).

NC NO;
Ry R, Ry tBu 0 }__S—
N \ \N
! I
Q\—_ﬁ-m{z N R O‘N Fen
(0] !
5-aminoisoxazoles pirazolinas B-lactamas isoxazolidinas

Fig. 54 Usos de los 3-nitropropenonitrilos
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Un factor limitante del uso de este tipo de compuestos es que los métodos para sintetizarlos no
son de uso comur, lo que nos habla de la necesidad de desarrollar nuevos agentes nitrantes, para
preparar y explotar las potencialidades ofrecidas.

Cabe mencionar que en nuestro laboratorio se ha disefiado un nuevo agente nitrante para la
nitrécién de dobles enlaces C=C de productos naturales y de propenonitrilos sustituidos con

buenos rendimientos.”

2.5.- Obtencién y empleo de los S-aminoisoxazoles

Los heterociclos llamados isoxaques son comunes en estructuras de compuestos medicinales y
productos naturales. En particular los 5-aminoisoxazoles son importantes intermediarios debido a
que son precursores de algunos farmacos y de otras moléculas con interesantes propiedades
biologicas. También forman parte del esqueleto de productos naturales como la vitamina B12,

pirimidinas y derivados del furano.**>* (fig. 55).

Nitrilos.
oximacién
N-6xidos de nitril Ry R
-6xi e . o
Alqmnjcl):mmgls c-o loadici6 \ reduccion 4-cianoisoxazoles.
- cicloadicién L
somitrilos. — — » N\O NHz-q———;&iZt;ﬁl;ﬂos.

Bromoalonas.

Fig. 55 Métodos generales para la obtencion de 5 -aminoisoxazoles

Uno de los métodos para la obtencién de 5-aminoisoxazoles es por la reaccion de oximacién de

nitrilos o, B-sustituidos con hidroxilamina como se muestra a continuacion en la figura 56.
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Materia prima

NH,(OH)
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Fig. 56 Sintesis de 5-aminoisoxazoles por oximacion de nitrilos

Otros de los métodos para la sintesis de S-aminoisoxazoles es mediante la reaccion de cicloadicion

Materia prima

+
R,~CN

Producto Referencia
R3 R4
A \ 99
N_ NRR;
9
R
/i
O

Fig. 57 5-aminoisoxazoles oblenidos por reacciones de cicloadicion.
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La modificacion det anillo de los isoxazoles permite proveer de materias primas para la sintesis de
moléculas complejas. Los isoxazoles son importantes porque existen métodos sencillos y eficientes
para prepararlos, pueden ser modificados convenientemente a otras estructuras mas simples pero
muy funcionalizadas y la presencia de sustituyentes adecuados hacen que el anillo se conserve en
una gran variedad de condiciones de reaccion, mientras que otras partes de la molécula se puedan
modificar con cierta facilidad. En este sentido la labilidad nitrégeno-oxigeno a las reducciones
quimicas o cataliticas permite obtener otras funcionalizaciones.

La reaccion que mas se ha estudiado para hacer dtiles a los isoxazoles es la de apertura, que se ha
hecho tanto en forma quimica, térmica o fotoquimica. Hoy en dia no se dispone de un método
general para la apertura directa de los 5-aminoisoxazoles, sin embargo, en los ultimos afios estos
se han empleado quizd de manera no tan intensiva como los isoxazoles sustituidos, en la
preparacion de algunos grupos de moléculas importantes.

El uso mas comun de los S-aminoisoxazoles es en la preparacion de 1-azifinas sustituidas o de sus
derivados empleados como materias primas para la sintesis de las aziridinas las cuales tienen
importantes propiedades biologicas."

Los S-aminoisoxazoles se transforman de manera térmica o fotoquimica a las 2-carboxamidas-2H-

azirinas, tanto sustituidos como libres, bajo condiciones controtadas' (fig. 58).

)
R,

7\ NRX . R e
N_ NRX —_— N —
o Ry —_— R, Ny

Fig. 58 Transformacion térmica y fotoquimica de S-aminoisoxazoles

Otros estudios que se han hecho con los 5-aminoisoxazoles son los siguientes (fig. 59):
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Materia prima Producto Referencia
CONH,
Ar Ar
7 N 103
N_ Y nm, Ar
()) N
104
105
106

Fig. 59 Sintesis con 5-aminoisoxazoles

De toda la literatura consuitada para preparar S-aminoisoxazoles y su empieo como materias
primas para la sintesis de otras moléculas, encontramos que todos los métodos se basan en
procesos quimicos y ninguno en métodos biocataliticos . Por lo que el presente trabajo ofrece la
oportunidad de desarrollar y difundir la utilizacion de biocatalizadores para la sintesis de este tipo

de compuestos.

2.6.- Preparacién y utilizacién de oximas

Las oximas son un importante grupo funcional cominmente usadas para proteger al grupo
carbonilo e intermediarios en la reaccién de Beckman. Hay dos procedimientos generales para su
preparacion: el primero hace uso de un grupo carbonilo (aldehido o cetona) y el segunde de un
compuesto no carbonilo. Este Gltimo generalmente es un compuesto nitrado (nitroso o nitro) el

cual puede estar o no saturado.'”
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Los procedimientos para la sintesis de oximas estan bien establecidos y existen numerosas
revisiones que describen ampliamente estos métodos.'®™ No obstante, no se ha desarrollado la
utilizacién de 3-nitropropenonitrilos 6 S-aminoisoxazoles para su sintesis.

Por décadas, las oximas y cetonas, sirven para preparar amidas ciclicas o aliciclicas,'” asi como
en la determinacion cuantitativa de grupos carbonilos'® como intermediarios en la transposicion
de Beckman, sintesis de heterociclos y reacciones de Neber.'”

Pero a pesar de todas estas rutas de sintesis de oximas no se ha descrito ninguna que utilice los 5-
aminoisoxazoles o los 3-nitropropenonitrilos con algun tipo de biocatalizador como

Saccharomyces cerevisiae.

2.7.- Importancia de los nitroalquenonitrilos, S-aminoisoxazoles y oximas

Los compuestos nitroalquenonitrilos alifaticos son escasos Como productos naturales,
encontrandose Unicamente en angiospermas como las leguminosas. La actividad bioldgica de los
pocos compuestos que se conocen son como bactericidas, fungicidas, herbicidas, o compuestos de
defensa contra insectos.

A pesar de su presencia limitada en la naturaleza, son un grupo importante de compuestos
organicos en diferentes industrias. Por ejemplo en la industria farmacéutica se emplean por sus
propiedades fisiologicas, como en los antibidticos: nistatina y griseofulvina que son los mas
potentes que se conocen ademés de ser compuestos nitrados o, B-no saturados.

También tienen aplicaciones en la industria espacial (propelentes), militar (explosivos),
alimentacién (colorantes), farmacéutica (antitumorales, antivirales, bactericidas, citotdxicos,
fungicidas, herbicidas, nematocidas, etc.)

A los isoxazoles se les han encontrado diferentes usos en medicina, agricultura y quimica
cuantitativa, se han empleado como alucinégenos y para el estudio de los mecanismos de la
interaccion con el sistema nervioso central. De igual manera, se ha encontrado que inhiben la
diferenciacion en células tumorales. Sus derivados son usados para mejorar la fluorescencia en el
estudio de las membranas, asi como relajantes musculares, y para el tratamiento de la
hipercolesteremia, arterioesclerosis e hiperlipidomia.

Los isoxazoles sustituidos se han utilizado como insecticidas y para la conservacion de semillas

como la de Avena fatua.




Objetivos

3.- Objetivos.

3.1.- Objetivo general.

Dando continuidad a los estudios realizados por Navarro-Ocaiia, el presente trabajo tiene
como objetivo principal el usar a la levadura de pan S. cerevisiae como biocatalizador para
preparar las oximas a partir de los nitroalquenos y 5-aminoisoxazoles preparados /n situ en un

medio acuoso y en un medio organico.

3.2.- Objetivos particulares

o Optimizar la preparacion de los nitroalquenos: (Z)-3 -nitropropenonitrilos sustituidos.

e Utilizar a Saccharomyces cerevisiae como biocatalizador para biotransformar los (Z)-3-
nitropropenonitrilos sustituidos a sus isoxazoles correspondientes en medios acuoso y organico.

e Realizar la bicapertura de los isoxazoles a sus oximas en medios acuoso y organico.

o Definir las principales condiciones fisicoquimicas del medio para la biotransformacion en

medios acuoso y organico.
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4.- Material y métodos

Las biotransformaciones se efectuaron en un equipo Innova 4330 con agitacion constante y un
agitador orbital. Las biorreducciones fueron seguidas por cromatografia en capa fina empleando
cromatofolios ALUGRAMSILG-UV?254 de 0.25 mm de espesor. Se utilizaron como reveladores
luz ultravioleta y solucion de sulfato cérico al 1% en H280,4 2N.

Los productos se purificaron por cristalizacion y cromatografia. Para las cromatografias en
columna se utilizo gel de silice 60 MERCK (35-70 mallas ASTM). Las cromatografias de placa
preparativa se efectuaron en cromatoplacas de gel de silice 60F-254 de 2 mm de espesor. Los
puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher Johns y no estan corregidos.

Los rendimientos se reportan del material purificado y pesado.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RW H') se determinaron en los espectrometros
Varian Gemini-200 y Varian VXR-300s, empleando CDCl; y DMSO-d6 como disolventes.

Los espectros de masas (EM) se elaboraron en un equipo Hewlett-Packard modelo 5945 A, JMS-
$X102A JEOL y JMS-AXS505 mediante técnicas de impacto electronico a 70 eV o por ionizacidén
quimica utilizando metano para producir los iones.

Los espectros de Infrarrojo (IR) se llevaron a cabo en los espectrofotometros PERKIN-ELMER
283 y NICOLET FT-IR 55X.

Los desplazamientos quimicos se dan en ppm asignandoseles las siguientes abreviaturas:
s=singulete, d=doblete, dd=doble doblete, t=triplete, m=multiplete y sextuplete, am=amplia. Las
constantes de acoplamiento estan dadas en Hertz (Hz).

El material biolégico utilizado en las biotransformaciones fue la levadura de pan, Saccharomyces
cerevisiae de dos tipos:

1. S cerevisiae tipc II de ALDRICH

2. S cerevisiae comercial, Saf-Instant, SAF Products Corporation, Mineapolis, MN. 55415
Finalmente, se decidio utilizar el segundo tipo de levadura ya que no cambiaron de forma

significativa los rendimientos y era de menor costo.
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La ruta general de sintesis a seguir es la siguiente (fig. 60):

R
CN NaOH 40% >—;<
+ R—CHO  ~Forogos ™

Etanol 96% H CN

2 = Metilo

Fen 1 = Fenilo
R
3 = 4-metoxifenilo

Fenilacetonitrilo  Aldehido sustituido Propenonitnilos
Sintesis de los alquenonitrilos

R Fen R Fen — Fani
_ CC14, 12 _ la= Femlo
THE, HNO, R ez e
H CN ’ 3 ON CN 3a = 4-metoxifenilo
Propenonitrilos (z)-3-nitropropenonitrilos
Sintesis de los sustratos nitrados
R Fen a) 5. cerevisiae R Fen 1b = Fenilo
— Glucor =
> < S& f:gua = [/ \ R < 2b = Metilo
O,N CN b) S. cerevisiae N\ NH, 3b = 4-metoxifenilo
éter de petroleo &)

(2)-3-nitropropenonitrilos 5-aminoisoxazoles

Biorreduccion de los (Z)-3-nitropronenonitrilos
en medio acuoso y en medio orgdnico

R Fen
/
N \ NH, i
o a) S cerevisiae R Fen 1c = Fenilo
5-aminoisoxazoles Glucosa, agua >_{ R < 2¢ = Metilo
b) S. cerevisiae 3¢ = 4-metoxifenilo
R Fen éter de petroleo N OH CONH,

CN Oxima
(z)-3-nitropropenconitrilos

Obtencion de las oximas
Fig. 60 Ruta de sintesis propuesta
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4.1.- Sintesis de los alquenonitrilos

4.1.1.- Procedimiento general para la pre

Se prepararon mediante la reaccion del fenilacetonitrilo con el benzaldehido  sustituido

correspondiente, catalizandolo con una base (hidroxido, etoxido o metoxido de sodio).

4.1.2.- Preparacion del (Z)-2, 3-difenilpropenonitrilo (1

En un matraz Erlenmeyer de 125 mL se colocaron 6.36 g (60 mmol) de benzaldehido y 7.02 g (60
mmol) de fenilacetonitrilo junto con 40 mL de etanol al 95 %. A esta mezcla se le adiciond
lentamente, y con agitacion vigorosa, 3.0 mL de NaOH al 40% se continué la agitacion hasta la
solidificacion completa.

Se colecto el solido por filtracion al vacio, lavando con 12 mL de agua helada y 3 mL de etanol
frio. Posteriormente, se recristalizo en etanol al 80% evaporéndose parte del disolvente hasta la
saturacion. Al enfriarse se obtuvieron 9.96 g (80.62%) de cristales blancos, con un punto de fusion
de 85-87 °C y un R= 0415 en hexano:acetato de etilo 9:1 Todos los datos espectroscopicos

concuerdan con los publicados.

enil-2-butenonitrilo (2

A una solucién de fenilacetonitrilo 31.86 g (272 mmol), 50 g de etanol absoluto y 17.60 g (400
mmol) de acetaldehido a -5 °C se le agrego lentamente 3.0 mL de etoxido de sodio al 20% recién
preparado, cuidando que la temperatura no rebasara los 0 °C. La solucion amarillo-rojiza que se
formé se deja en refrigeracién a O °C por un dia. Transcurrido el tiempo se le adicionaron 2.0 g de
acetaldehido y se congela a 4 °C por 16 horas.

Una vez hecho lo anterior se le agrego 60 mL de agua a la mezcla, 1a capa aceitosa se separd y se
lavé con otros 60 mL. de agua, dicha capa con un poco de olor se destil6 dando 28.08 g
(71.80%). El aceite destilado es incoloro, pero puede ponerse amarillento, por lo que se
recomienda guardarlo en un frasco ambar ya que se descompone con la luz, ebulle a 244 °C con
un Re= 0.66 en hexano: acetato de etilo 8:2, los datos espectroscopicos concuerdan con los

publicadosm.
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En un matraz Erlenmeyer se colocaron 9.97 g (60 mmol) de 4-metoxibenzaldehido, 7.04 g (60
mmol) de fenilacetonitrilo con 40 mL de etanol al 95 %. A esta mezcla se le adicioné poco a poco
y con agitacién vigorosa 4 mL de hidroxido de sodio al 40% continuando con la agitacion hasta
que se forme un solido. Posteriormente se colectd el solido por filtracion con vacio; se lavo con 15
mL de agua helada y S mL de etanol frio. Ei sélido se recristalizo en etanol al 80%, se evaporo el
disolvente hasta saturacién y al enfriarse se obtuvieron 11.35 g (80.43%) con un punto de fusiéon
de 93-95 °C y un R= 0.372 en hexano:acetato de etilo 8:2.

4,2.- Sintesis de los sustratos nitrados

Todos los (Z)-3-nitro-2-fenil-3-aril o alquil propenoriin'ilos se sintetizaron mediante la nitracion
con oxidos de nitrégeno (NOy), como ejemplo de este procedimiento s la sintesis del (Z)-3-nitro-
2,3-difenilpropenonitrilo (1a).

En un matraz bola de 250 mL se colocaron 2.05 g (10 mmol) de 1 disuelto en 50 mL de
tetracloruro de carbono; a esta solucion se le adicionaron 0.2 g de Iodo como catalizador, se agito
y enfii6 a 0 °C. Se le afiadieron los gases nitrantes que se prepararon de la siguiente manera:

En un matraz bola de 500 mL, se colocaron 5 mL de THF y se adicionaron lentamente 10 mL de
HNO:; al 75%. Esta operacion se repitié varias veces. Los gases nitrantes (NOy) asi obtenidos se
burbujearon lentamente con agitacion continua en el matraz de reaccion hasta saturacion de la
solucion (10-15 min.). La reaccion se mantuvo asi hasta la transformacion total del reactivo, lo
cual se comprobé por cromatografia en capa fina. Finalmente se procedié a la purificaciéon del
producto obtenido. A la mezcla de reaccién se le adicionaron 100 mL de tiosulfato de sodio al
20% para la eliminacion del Iodo; se separ¢ la fase organica de la acuosa y el disolvente organico
se concentro en un rotavapor, el residuo se disolvio en etanol caliente, se concentrd hasta obtener
una solucion saturada que se enfii¢ cristalizando asi ¢l producto nitrado. Por otra parte a la fase
acuosa se le hicieron 3 extracciones con 50 mL de acetato de etilo, las cuales se concentraron y el
residuo también se recristalizo en etanol caliente. Se obtuvieron 1.78 g (70.95%) de cristales en
forma de agujas de color amarilio canario con un pf 94-96 °C y con un Re 0465 en

hexano:acetato de etilo 8:2.
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Datos espectroscopicos para la:

IR (cm™) 3061, 2931, 2220, 1591, 1543, 1332

EM m/z (intensidad relativa) 250 (M, 18), 204(100), 203(84), 176 (60)

RMN'H 7.40 (br,s,10H)

Para la obtencion del (Z)-3-nitro-2-fenil-2-butenonitrilo (2a) se utilizd 2 como sustrato tnicial y se
obtuvieron 3.65 g (64.71%). Esto a partir de 5.0 g (30 mmol). de 2, 0.2 g de Iodo, y 50 mL de
tetracloruro de carbono. Teniendo un p.f de 114-116 °C y un R= 0.302 en hexano:acetato de
etilo 8:2.

Sus datos espectroscopicos son los siguientes:

IR (cm™) 2885, 2220, 1630, 1536, 1333
EM m/z (intensidad relativa) 280 (M",1), 115 (100), 140 (59), 103 (52)
RMN'H7.51 (m, SH), 2.41 (s, 3H)

Para el (Z)-3-nitro-2-fenil-3-(4-metoxi)fenilpropenonitrilo (3a) se obtuvieron 1.62 g (72.24%) a
partir de 2.35 g (10 mmol) de 3, 0.2 g de Iodo y 50 mL de tetracloruro de carbono. presenta un
p.f. de 91-94 °C y un Re= 0.581 en hexano:acetato de etilo 8:2.

Datos espectroscopicos de 3a:

IR (cm™) 3119, 2862, 2223, 1603, 1540, 1352
EM m/z (intensidad relativa) 280(M",50), 234(100), 238(95), 219(40), 190(62), 77(17)
RMN'H 5 8.19 (d, J=8.9,2H),7.45 (d, }=8.9 2H), 7.28 (m, SH)

1,- Preparacicn del (F)-3-nitro- ifenilpropenonitri
La preparacién de este compuesto se hizo por dos métodos:
Método 1. Se utilizé la misma metodologia que para la obtencion del (Z)-3-nitropropenonitrilo,
variando Gnicamente la temperatura, pues en este caso se realizé a temperatura ambiente (25 °C),
obteniéndose una mezcla de las dps configuraciones, (E) y (Z)-3-nitro-2,3-difenilpropenonitrilo.
Esta mezcla se sometié a la biorreduccion (como se explica en ¢! siguiente apartado) con §.
cerevisiae obteniendo después de 2 horas, una mezcla de bioproductos que en su mayor parte es
(E)-3-nitro-2, 3-difenilpropenonitrilo y el 5-amino-3,4-difenilisoxazol (1b), logrando con esto una
separacion selectiva de los isdmeros.

Para la purificacion del bioproducto y del isdmero que no reaccioné se llevo a cabo en una

30




Material y métodos

columna cromatografica “flash”, eluyendo primero el isomero (E) que después de cristalizarse en
etanol al 96% da un solido color amarillo claro con un p.f. de 103-105 °C, un Rs de 0.66 en
hexano/acetato de etilo 8:2 y un rendimiento del 60% (150 mg).

Método 2. se dejo de 12 a 15 horas una solucion 50 mmol del (Z)-3-nitro-2,3-
difenilpropenonitrilo en 200 mL de etanol, en un lugar con bastante iluminacion natural.
Posteriormente se evapord el etanol y se recristalizo el solido en etanol al 85 % dando e! isémero
(E)-3-nitro-2,3-difenilpropenonitrilo con un p.f. de 104-105 °C un R¢ de 0.65 en hexano/acetato de
etilo 8:2 y un rendimiento del 85 %.

Las constantes espectroscopicas para éste compuesto som:

RMN'H (CDCl); § 7.75(m, 4H, arom), 7.50(m, 6H).

RMN"C (CDCls); 8 132.5 (C, arom), 130.9(C, arom), 129.6(C, arom), 129.4(C, arom), 129.3(C,
arom), 128.2(C, arom), 127.7(C, arom), 115.9(C, C=C), 109.9(C, C=C).

IR (CHCL); v 3066, 2879, 2222, 1533, 1496, 1355 em™

4.3.- Biorreduccion de los (Z)-3-nitro-2-fenil-3-aril o alquil propeneonitrilos en
medio acuoso con Saccharomyces cerevisiae
En este procedimiento se realizo la biotransformacién de los (Z)-3-nitro-2-fenil-3-aril o alquil

propenonitrilos en un medio acuoso.

4.3. 1.- Preincubacion

Se colocaron 100 mL de agua a 35 °C en un matraz de fermentacion de 500 mL, al que se agregé
5.0 g de glucosa y 10 g de S. cerevisiae para una relacion 1:40 sustrato/biocatalizador, se tap6 y

se dejé en agitacion 30 minutos a 125 rp.m. y 30 °C.

4.3.2.- Biotransformacion

Después de realizar la preincubacion se agregaron 250 mg del sustrato disuelto en 10 mL de una
solucién 1:1 de acetona/etanol. Se agitd la mezcla por 24 horas; el tiempo necesario para la
biotransformacion total del sustrato en las mismas condiciones, €l curso de la biotransformacion se

sigui6 por cromatografia en capa fina.
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4.3.3.- Purificacion

A la mezcla de biorreaccion obtenida se le agregé NaCl hasta saturacion y 20 g de celita, 150 mL
de acetato de etilo, la mezcla se dejo en agitacién constante por 30 minutos. Posteriormente se
filtr, se separé la fase acuosa de la orgénica y se le hicieron tres extracciones con 100 mL de
acetato de etilo a la fase acuosa y el residuo de la reaccion se lavo tres veces con 50 mL de acetato
de etilo. Los filtrados y las extracciones se juntaron, se secaron con Na,SO, anhidro y se
concentraron en un rotaevaporador. El concentrado se llevd posteriormente a sequedad total
mediante una bomba de alto vacio.

El concentrado totalmente libre de disolvente se pesd y se prepard para la purificacion en
cromatografia en columna.

De la separacién cromatografica se obtuvo un solido que se recristalizo en etanol formandose
cristales en forma de agujas de color amarillo claro que se caracterizaron como los heterociclos 5-
amino-3,4-difenilisoxazoles ya conocidos. Para el isoxazol derivado de 1a se obtuvieron 187 mg
(75%) con un p.f de 158-161 °C y un R=0.457 utilizando como eluyente una mezcla de
hexano/acetato de etilo 7:3 y se caracteriz6 como el 5-amino-3,4-difenilisoxazol (1b). A partir del
2a se obtuvieron 195 mg (80%), que se cristalizaron en etanol con un p.f. 69-71 °C y un R~ 037
(hexano/acetato de etilo 8:2) obteniéndose el 5-amino-4fenil-3-metilisoxazol (2b). Del compuesto
3a de igual forma produjo 164 mg (70%) de 5-amino-3 -(4-metoxifenil)-4-difenilisoxazol, (3b) que
se cristalizaron de etanol dando un solido amarillo claro con un p.f 133-135 °C y un R=0.40
(hexano/acetato de etilo 7:3).

En el caso de la obtencién de la oxima en medio acuoso fue necesario purificar los 5-
aminoisoxazoles y realizar nuevamente las biotransformaciones con los respectivos sustratos
(1b,2b,3b) en las mismas condiciones en las que se obtuvieron estos productos y asi después de
48 horas de biotransformacion se obtuvieron las correspondientes oximas teniendo los siguientes
datos:

Para el sustrato 1b después de la biotransformacion con las levaduras y de su purificacion se
obtuvieron 115 mg (31%) de la 2,3-difenil-3-oximinopropanamida (1c) que es un compuesto
sélido blanco con un p.f, de 162 °C y un R¢e= 0.355 en hexano/acetato de etilo 1:1.

Despuss de la purificacion de la 2-fenil-3-metil-3-oximino-butanamida (2¢) se obtuvieron 107 mg

(32%), con un p.f 142 °C y un R~ 0.46 en hexano/acetato de etilo 1:1. Todo esto a partir de 2b
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como sustrato inicial.
De la biotransformacién y purificacion del 2-fenil-3-(4-metoxifenil)-3-oximinopropanamida (3c) se
obtuvieron 113 mg (34%), con un p.f. de 170 °C y un Re= 0.28 en hexano/acetato de etilo 1:1.

este se logré por la bioconversion de 3b.

4.4.- Biorreduccién de los (Z)-3-nitro-2-fenil-3-aril o alquil propenonitrilos en
medio orgidnico con Saccharomyces cerevisiae
En este procedimiento se realizd la biorreduccion de los (Z)-3-nitro-2-3-aril o alquil

propenonitrilos en un medio organico.

4.4.1.- Preincubacion

Se colocaron 15 mL de agua a 35 °C en un matraz de fermentacion de 500 mL, 18 g de levaduras
S. cerevisiae, se mezclaron bien y la mezcla se dejé en reposo durante 30 minutos a temperatura

ambiente.

4.4.2.- Biotransformacion

Después de realizar ta preincubacion se agregaron 20 mmoles de sustrato, 150 mL de éter de
petroleo, el sustrato previamente disuelto en 10 mL de una solucién 1:1 de acetona/etanol. Se
agito por 72 horas para la biotransformacion total del sustrato en agitacién continua y temperatura

ambiente (25 °C), el curso de la biotransformacion se siguio por cromatografia en capa fina.

4.4.3.- Purificacion

La mezcla de biorreaccion obtenida, se filtré a vacio; al residuo, y a las ievaduras, se les hicieron
tres extracciones con acetato de etilo caliente y agitacion. El filtrado y los extractos se secaron con
Na,SO, anhidro y se concentraron en un rotaevaporador. Al concentrado se le eliminaron los
restos del disolvente mediante una bomba de alto vacio y se peso el extracto. Este se purifico por
medio de una cromatografia en columna “flash” con hexano/acetato de etilo 6:4 como eluyente. El
isoxazol se recristalizé de etanol obteniéndose cristales en forma de agujas de color amarillo claro
y para la oxima en metanol, obteniéndose cristales en forma de agujas de color blanco.

De la cromatografia se obtuvieron 86.90 mg del compuesto 1b (18.4%) con un p.f de 158°C y un
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R¢= 0.472 en hexano/acetato de etilo 7.3 y 177.16 mg de la oxima 1¢ (35%) con un p.f. de 161.°C
y un Ry de 0.355 en hexano/acetato de etilo 1:1.
Datos espectroscopicos de 1b y 1¢:

1b

IR (cm™) 3490, 3394, 1637,1603, 1502, 1477,1431

EM m/z (intensidad relativa) 236 (M, 100), 208 (62), 89 (47)

RMN 'H (5, ppm; Hz) & 7.49(m, 10H,arom), 4.53 (s, 2H, NHy), 4.53 (intercambio D,0)

1c
IR (cm™) 3390, 3190, 1748, 1659, 1597, 1453, 1398.
EM m/z (intensidad relativa) 236 (M", -H0, 10), 208 (25), 192 (7), 105 (100), 89 (18), 77 (20), 63

(12)

RMN 'H (5, ppm; Hz) 5 7.80 (m, 2H, arom), 7.3 (m,8H, arom), 6.30 (amplio, 1H, CONH;), 5.80
(an, 1H, CONH,), 4.20 (s, 1H, C-H), 6.30 y 5.80 (intercambio D:0)

Después de la extraccion y purificacion de la bioconversion de 2a, se tienen los siguientes
resultados: 61.5 mg (17.6%) de 2b con un p.f. de 72 °C y un Ry = 0.382 en hexano/acetato de etilo
8:2 y 147.8 mg (38.6%) de 2c con un R¢ = 0.445 en hexano/acetato de etilo 1:1. y un p.f de 142
°C.

Datos espectroscopicos de 2b y 2¢:

2b

IR (cm™) 3310, 2924, 2853, 1656, 1606, 1507, 1460, 1436

EM m/z (intensidad relativa) 174 (M, 35), 158 (5), 146 (25), 130 (16), 115 (11), 89 (33), 77 (54)
RMN 'H (5, ppm; Hz) 5 2.5 (s, 3H, Me), 4.5 (s,2H, NHy), 7.35 (m, SH, arom), 4.5 (intercambio
D;0).

2c

IR (cm ™) 3467.6, 3411.2 3207.9, 1693.1 1651.9, 1600.8, 1398.4, 1012.5, 700.1

EM m/z (intensidad relativa) 192 (M, 3), 175(M’, -H:0, 7), 149 (100), 132 (75), 117(44), 90 (15),
57 (14).

RMN 'H (3, ppm; Hz) 8 10.5 (s, 1H, sNO-H), 7.20 (m, 5H, arom), 7.30 (am, 1H, CONH,) 6.89
(am, 1H, CONH,), 4.40 (s,1H, C-H), 1.70 (s, 3H, C-CH;=, 7.30 y 6.89 (intercambio D,0).

En la purificacién de la biotransformacion de 3a, se obtuvieron los siguientes resultados: el
compuesto presentd un rendimiento de 59.8 mg (18%) del isoxazol 3b con un p.f de 137 °C yun
Rs= 0.432 en hexano/acetato de etilo 7:3 y para la oxima 3¢ 162.5 mg (31%) con un R&= 0.33 en

hexano/acetato de etilo 1:1 yun p.f de 173 °C
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La espectroscopia de 3b y 3¢

3b

IR (cm™) 3465, 3323, 3170, 2925, 2851, 1638, 1611, 1503

EM m/z (intensidad relativa) 266 (M, 55), 238 (15), 222 (10), 135 (100), 134 (90), 105(22),
77(21).

RMN 'H (3, ppm; Hz) 3 3.76 (s, 3H, OCH:), 4.60 (s, 2H, NH;), 6.80 (d, J=8.7Hz 2H, arom), 7.35
(d, J=8.7 Hz, 2H), 7.22 (m,5H, arom), 460 (intercambio D,0)

- 3¢
IR (cm™) 3446, 3338, 2924, 1747, 1670, 1602, 1575, 1508
EM m/z (intensidad relativa) 284 (M", 2), 266 (M", -H:0, 10), 135 (100), 97(5), 57 (12)
RMN 'H (5, ppm; Hz) 5 7.94 (d, J= 9 Hz, 2H, arom), 6.90 (d, J= 9 Hz, 2H, arom), 7.30 (m, 5H,
arom), 5.8 (s, amplio, 1H, CONH>), 5.6 (s, amplio, 1H, CONH>), 5.5 (s, 1H, C-H), 3.8 (s, 3H, O-
CHs), 5.8 y 5.6 (interambio D,0) .

4.5.- Demostracion de las biorreducciones

4.5.1.- Inactivacion del biocatalizador por temperatura

Se colocaron en un matraz de fermentacion de 500 mL, 100 mL de agua a 35 °C con 2.5 g de
fuente de carbono (glucosa), asi como 5 g de S. cerevisiae, esta mezcla se calento a 75 °C durante

30 minutos.

4.5.2.- Preincubacion

El matraz de reaccion se tapd y agitdé durante 30 minutos a 125 r.p.m. y 30 °C terminada la
preincubacion se agregd el sustrato 1a 250 mg (1 mmol) disuelto previamente en 10 mL de una
solucién 1:1 de acetona/etanol, esta mezcla se agité durante 2 horas mas en las mismas

condiciones.

4.5.3.- Purificacion

Al matraz de reaccion se le agregaron 20 g de celita asi como NaCl a saturacion. Se filtro, y el
residuo obtenido se lavé con 3 porciones de 100 mL de acetato de etilo; al filtrado se le realizaron
3 extracciones sucesivas con 25 mL. con el mismo disolvente. El lavado y la fase organica se
juntaron, esta solucion se secé con Na;SO, anhidro y se concentr6 en un rotaevaporador.

El residuo se purifico por cromatografia en columna usando como eluyente una mezcla de
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hexano/acetaio de etilo 9:1. De Ia cual se recupero6 el 90% de la materia prima.

4.5.4.- rimento de la influencia del biocatalizador

Se utilizé el método general de biorreduccion, descrito anteriormente, manteniendo constante
todos los parametros y como Gnica variable la ausencia del biocatalizador.

Después de realizar el trabajo de la reaccién se obtuvo un residuo el cual se cristalizo de metanol.
Como resultado de la purificacion se obtuvo el 96% de materia prima recuperada. Es importante
mencionar que a todos los sustratos que se biotransformaron con S. cerevisiae se les realizé el

presente experimento.
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5.- Resultados y discusién

La ruta general de sintesis que se propuso para la preparacion y obtencion de las oximas es la

siguiente:

1. Preparacion de los sustratos 3-nitropropenonitrilos sustituidos mediante la reaccion de
condensacion para obtener los o y B-nitrilos no saturados y la nitracién de estos compuestos.

2. La biotransformacién con Saccharomyces cerevisiae de los nitroalquenos preparados
anteriormente en medio acuoso y organico, dando los S-aminoisoxazoles correspondientes

3. La interconversion de los S-aminoisoxazoles a sus oximas mediante la utilizacion del
biocatalizador S. cerevisiae en medios acuoso y organico.

La ruta general de sintesis se resume en la siguiente figura:

CN . H CN
+ R—CHO Condensacién . —

R= Fenilo, Metilo, 4-metoxifenilo

Nitracion
ON CN

Biotransformacién con
Sacharomyces cerevisiae

Medio mok %edio orginico

7
N\O\ NH,

Biotransformacién con
S. cerevisiae

R
~
CH NH;
Fig. 61 Ruta general de sintesis
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Los pasos importantes en ¢sta ruta de sintesis son: la biotransformacion de los propenonitrilos
para obtener los 5-aminoisoxazoles y la biorreduccion de estos a sus oximas, tanto en un medio
acuoso y orgnico. A continuacion se presentan y discuten los resultados obtenidos para cada una

de las etapas de sintesis.

5.1. Preparacién de los sustratos

Los (Z)-2-fenil-3-aril o alquil propenonitrilos que son las materias primas de esta ruta de sintesis,
se sintetizan mediante una condensacién de Knoevenagel''' En este procedimiento se hace
reaccionar el aldehido sustituido con fenilacetonitrilo en presencia de una base, usando como

disolvente etanol al 96%.

— | CN R Fen
NaQOH 40%
+ R—CHO YTy >—"<
60
X ' - Etanol 96% 4 CN
Fenilacetonitrilo. Aldehido sustituido 2-fenilpropenonitrilos

R= Fenilo, Metilo, 4-metoxifenilo
Fig. 62 Sintesis de los sustratos

En la figura 63 se presentan las estructuras de los productos de esta reaccién de condensacion.
Cabe mencionar que se caracterizaron por su punto de fusion, factor de retencién (R y sus

constantes espectroscopicas (IR, EM, RMN 'H)

Hy
q_%&n H,;C, Fen Fen
o P e
1 2

3
Fig. 63 Estructuras de los producios de la condensacioén de Knoevenagel
Los datos generados se compararon con los descritos en la literatura para estos compuestos como

se muestra en la tabla 2.

Tabla 2 comparacion de p.f, rendimientos, v R¢. de los productos de la reaccién de Knoevenagel

Compuesto p.f. pub. °C)  p.f. exp. CC)  Ren pub (%) Ren. exp. (%) Referencia

1 85-86.5 85-87 80-90 80.62 116
2 100-103 99-101 40 31.80 117
3 93.5-94.5 93-95 80-90 80.43 116

pub = publicado; exp. = experimental: Ren = rendimiento. Estas reacciones se realizaron ¢n orden de centimoles
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Al comparar los resultados obtenidos con los publicados se nota que los rendimientos y puntos de
fusion son comparables, ademas de que se tienen en cantidades suficientes para realizar el

siguiente paso de la sintesis: la nitracion.

5.2.- Nitracién de los sustratos
La introduccién del grupo nitro en los compuestos 1, 2 y 3 ocurre en la posicion 3 y del mismo
lado que el nitrilo (B y cis). La forma (Z) es la configuracion requerida para las
biotransformaciones de acuerdo a modelos previamente elaborados y se disefiaron de acuerdo a
una revisién bibliografica'™ '® de reducciones biocataliticas.
Los sustratos con los requisitos anteriores se prepararon por la reaccion de nitracion de los (Z)-2-
fenil-3-aril o alquil propenonitrilos. El agente nitrante empleado se¢ desarrolld en nuestro
laboratorio.
Este se preparo mediante la reacciéon de oxidacion del THF (tetrahidrofurano) con HNO;. La
reaccién produce una mezcla de gases, siendo el monoxido y el dioxido de nitrégeno (NO/NO,)
los principales componentes. Esta mezcla de 6xidos sirve para nitrar en una forma facil y rapida
dobles enlaces C-C y algunos compuestos heterociclicos.
Cuando los propenonitrilos se hacen reaccionar con el NO, se obtienen los nitroalquenos con el
arreglo espacial requerido para poder ser biotransformados con S. cerevisiae.
En la siguiente tabla (tabla 3) se presentan los puntos de fusion y rendimientos obtendos para la
reaccion de nitracion mediante la cual se preparon los sustratos que reinen las caracteristicas
estereoquimicas para la biorreduccion.
Tabla. 3 Comparacion de p.f, rendimientos, y Rf. de los productos de nitracion

Compuesto pf. pub. °C) _ p.f. exp. °C) _ Ren. pub (%) Ren. exp. (%) Referencia

1a 955 94-96 92 71 113

2a 115 114-116 75 64.71 113
3a 92 91-94 90 72.24 113

El uso de éste agente nitrante permitié preparar los sustratos con los requerimientos
estereoquimicos exigidos para la reaccion de biohidrogenacion con S. cerevisiae, segun el modelo

116

previamente disefiado por Navarro-Ocaiia.”*° Es importante mencionar que los rendimientos y la

estructura de los productos nitrados son comparables con los obtenidos con el novedoso agente
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nitrante. La utilidad de dicho método queda validada y justificada a partir de su facil manejo, bajo
costo, rapidez y limpieza.

Los datos espectroscopicos de los sustratos sintetizados se muestran a continuacion:

Tabla 4 Datos espectroscopicos de los sustratos nitrados
Prod. IR (cm™) EM m/z (intensidad relativa) RMN 'H (3, ppm; Hz)

1a 3061, 2931, 2220, 250 (M, 18), 204 (100), 7.40 (br,s, 10H)
1591, 1543, 1332 203 (84), 176 (60)
2a 28852220, 1630 280 (M,1), 115 (100), 140 (59), 103 7.51 (m,5H), 2.41 (s, 3H)

1536, 1333 (52)
3a 3119, 2862, 2223, 280 (M, 50), 234 (100), 238 (95), § 8.19 (d, J=8.9,2H),7.45
603, 1540, 1352 219 (40), 190 (62), 77 (17) (d, }=8.9 2H), 7.28 (m, SH)

Se obtuvieron los sustratos nitrados en buenas cantidades para el siguiente paso que es la

biotransformacion de estos productos con S. cerevisiae en un medio cuoso.

5.3.- Biotransformacién con S. cerevisiae de los nitroalquenonitrilos en un

medio acuoso
Al analizar la bibliografia referente a las biorreducciones de dobles enlaces C-C activados con

grupos nitro, se encontré que los modelos propuestos por Otha''* (a) y Ono™* (b) serian de
mucha utilidad.

@) (b)
Fig. 64 Estructuras de Otha (a) y Ono (b)

Estos modelos como demostrd Navarro-QOcafia'!® en su tesis doctoral, (los 3-nitropropenonitrilos)
son reconocidos como sustratos del sistema biocatalitico presente en S. cerevisige. Ademas,
determiné los requisitos estereoquimicos que deben cumplir los nitroalquenos sustituidos para ser
biorreducidos por este microorganismo, los cuales indican que la presencia del doble enlace esté
activado, es decir, que tenga enlazados por lo menos un grupo electroatractor entre los siguientes:
acidos carboxilicos y sus derivadgs, nitrilos, nitros, sulfoxidos, sulfonas, carbonilos (aldehidos y

cetonas), etc.
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Cuando los (Z)-3-nitro-2-fenil-3-alquil o aril propenonitrilos se hicieron reaccionar con S
cerevisiae se obtuvieron como bioproductos los 5-amino-3-alquil o aril fenilisoxazoles. Como se
esperaba se realiza la reduccién del grupo nitro, corroborando y dando seguimiento a la

biorreduccién de un grupo de este tipo sobre un enlace C-C con S. cerevisiae.

R Fen R Fen
>--—-< S. cerevisiae m
H20, Glucosa
0N CN 20 N_ D>—NH,
0

ta = Fenilo 1b = Fenilo
R{ 2a = Metilo R{ 2b = Metilo

3a = 4-metoxifenilo 3b = 4-metoxifenik

Fig. 65 Sintesis de 5-aminoisoxazoles con S. cerevisiae

Cuando el compuesto 1a, con la configuracion (Z) se hizo reaccionar con la Levadura de pan, ésta
ocurrié rapidamente, sin embargo, cuando el compuesto 1a en su configuracion (E) se sometio a
las mismas condiciones de reaccion, el compuesto se recuperé totaimente. Esto indica que cuando
los grupos nitro y nitrilo estan en configuracion (Z) hay biohidrogenacion, resultado que fue
confirmado con los sustratos restantes, que a su vez produjeron los S5-aminoisoxazoles
correspondientes al someterse a la biotransformacion. Los rendimientos son moderados y no hay

formacion de subproductos.

Fen 0N Fen
>_—< >__< S cerevisioe ——
NH2

CN
la (Z) la (E) Ia (E)

Fig. 66 Bioseleccién del sustrato con 8. cerevisiae como biocatalizador

A continuacion se presentan los datos referentes al pf, rendimientos y Ry de los 5-

aminoisoxazoles obtenidos.

Tabla.. 5 Resultados de p.f, rendimientos, y Ry de los 5-aminoisoxazoles en medio acuoso

Compuesto p.f. exp. "C) Ren. exp (%) Rf, exp.
1b 158-161 75 (.457 hex:acOEt 7:3
2b 69-71 80 0.37 hex:acOEt 8.2
3b 133-135 70 0.40 hex:acOEt 7:3

Ren = rendimiento. Estas reacciones se realizaron en orden de centiinoles
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Los datos espectroscopicos se presentan en la tabla 6.

Tabla 6 Datos espectroscopicos de los 5-aminoisoxazoles
Prod. IR {cm) EM m/z (intensidad relativa) RMN 'H (5, ppm; Hz)

1b 3490, 3394, 1637, 236 (M",100), 208 (62), 89 (47) 8 7.49(m,10H,arom), 4.53 (s, 2H,
1603, 1502, 1477, NH,), 4.53 (intercambio D,0)

1431
2b 3310, 2924, 2853, 1656, 174 (M, 35), 158 (5), 146 (25), 130 5 2.5 (s, 3H, Me), 4.5 (5,2H, NH;),
1606, 1507, 1460, 1436 (16), 115 (11), 8% (33), 77 (54) 735 (m, SH, arom), 4.5
(intercambio D-0).
3b 3465, 3323, 3170, 2925, 266 (M', 55), 238 (15), 222 (10), 135 3 3.76 (s, 3H, OCH;), 4.60 (s, 2H,
2851, 1638, 1611, 1503 (100), 134 (90), 105(22), 77(21). NH,), 6.80 (d, J=8.7Hz 2H, arom),

735 (4, J=8.7 Hz, 2H), 7.22
(m,5H, arom), 4.60 (intercambio
D.0O)

Los resuitados hasta aqui descritos, permiten formular las siguientes conclusiones: se valido de
forma experimental un modelo de sustrato para la biohidrogenacion con S. cerevisiae, con
caracteristicas estereoguimicas previamente disefiadas, lo que permitio desarrollar un nuevo
método de sintesis de S5-aminoisoxazoles sustituidos que tiene ventaja sobre los anteriores
métodos al hacer uso de un reactivo bioldgico con los siguientes beneficios: barato, simple y mas
compatible con el medio ambiente.

Cuando las biotransformaciones tuvieron mayor tiempo de reaccion se observo la formacion de
otro compuesto, por lo cual se procedio a realizar la bioapertura de los 5-aminoisoxazoles y saber

cual era este nuevo producto.

5.4.- Apertura biocatalizada de 5-aminoisoxazoles

Cuando la biorreduccion de la se prolongd mas alli de la formacion del 5-amino-3.4-
difenilisoxazol, se observo mediante cromatografia en capa fina la formacion de otro producto y la
desaparicion de este compuesto.

En esta segunda biotransformacion, se demostrd primero el origen del segundo bioproducto con el
siguiente experimento. Se llevo a cabo la biotransformacion bajo las mismas condiciones para el 5-
aminoisoxazol, solo que se uso el 5-amino-3,4-difenilisoxazol como sustrato en presencia de S.

cerevisiae. Después de trabajar la reaccion se detectd por cromatografia en capa fina un producto
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similar al obtenido en la reaccion prolongada del 2,3-difenil-3-nitropropenonitrilo. Este resultado
sugiri6 que el segundo bioproducto resulté de la accién de S. cerevisiae sobre el 5-amino-3,4-
difenilisoxazol.

Como control para esta reaccion se repitio este procedimiento pero sin biocatalizador y al término
del mismo se detecté que solo habia materia prima (5-amino-3,4-difenilisoxazol) lo que indica que
S. cerevisiae es la responsable de la biotransformacion de éste.

Una vez que se comprobé que se realizd esta biotransformacion se buscaron las mejores
condiciones. En este caso unicamente se vario la relacion sustrato:biocatalizador hasta alcanzar el
30% del rendimiento del producto, recuperandose el sustrato.

Después de obtener el bioproductb en forma pura se determinaron las constantes fisicoquimicas
encontrando que presentaba un p.f. de 161-163 °C, mientras que los espectros de IR, RMN'H, “C

y EM, sugieren una oxima cuya estructura se presenta en la figura 67.

S. cerevisiae O H O
Nio \dNH N\/ CONH,
OH

2

Fig. 67 Biotransformacién del 5-amino-3, 4-difenilisoxazol (1) a su oxima correspondiente (Ic)

Es importante mencionar que es la primera vez que se describe la formacion de una oxima a partir
de S-aminoisoxazoles empleando la catalizadores biologicos.

Otros S-aminoisoxazoles que se hicieron reaccionar con S. cerevisiae son el 5-amino-3-(4-
metoxifenil)-4-fenilisoxazol (3b) y el 5-amino-3-metil-4-fenilisoxazol (2b).

Cuando 3b se hizo reaccionar en las mismas condiciones que 1b, se obtuvo un solido amarillo paja
con un p.f. de 170-172 °C y los datos espectroscopicos concuerdan con las sefiales caracteristicas

de este tipo de compuestos.

CH,0O.
. C -
S. cerevisiae, O
/4

N,\\N}Iz
0

!

fig. 68 Biotransformacion de 3b a su oxima 3c
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Otro isoxazol que también dio la reaccion de apertura fue S-amino-3-metii-4-fenilisoxazol, 2b,

dando como producto la oxima 2¢, figura 69

H3C
3 H;C

S. cerevisiae,

!
N\NH2 N7 o

~

Fig 69. Biotransformacién del 2b a 2¢ con S. cerevisiae

Esta oxima se caracterizd por medio de sus propiedades fisicoquimicas y constantes
espectroscopicas (p.f, EM, IR, RMN 'Hy “C).

Por otro lado, se esperaba que estas reacciones de bioapertura dieran productos quirales por ser
sintetizados por enzimas, cuando se determiné la rotacion optica de las oximas 1¢, 2¢, y 3¢ estas
fileron de cero, 1o que indica que estos compuesto se encuentran como mezcla racémica. Esto se
puede explicar en que la reaccion se realiza en un medio acuoso y ademas existe un proton acido
en la molécula, que se puede intercambiar con ¢l agua como se observa en la figura 70.

+

H
H;C H;C
/ A ———
N, N )
H. ‘OH HO® 'H
NH; NH;

Fig. 70 Equilibrio de la oxima y la hidroxilamina

Tabla. 7 Resultados de p.f, rendimientos, y Ry de las oximas obtenidas en medio acuoso
Compuesto p.f. exp. (°C)  Ren Exp (%) Rf. exp.

1c 161-163 31 0.355 hex:acOEt 1:1
2¢c 141-143 32 0.43 hex:acOEt 1:1
3¢ 170-172 34 0.28 hex:acOEt 1:1

Es importante destacar que al ocurrir la racemizacion de las oximas no fue posible preparar
bloques de construccion quirales con algun grado de induccion de exceso diasteromérico (e.d.),
sin embargo, los resultados obtenidos son muy alentadores ya que se logro la formacién de
productos con un centro estereogénico. Se sabe que las modificaciones fisicoquimicas ofrecen la

posibilidad de obtener buenos excesos enatioméricos (ee.) y moléculas parecidas a las oximas
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obtenidas. Una posible opcion para evitar la racemizacion seria empleando medios orgénicos para
la biotransformacién.

En resumen se pueden enumerar las siguientes conclusiones: se demostro que el empleo de
compuestos nitrados (3-nitropropenonitrilos sustituidos) en conjunto con el sistema biocatalitico
que provee S. cerevisiae representan una buena y promisoria fuente de intermediarios, para la
sintesis de objetos moleculares con diversos usos, ademas de destacar que la metodologia utilizada
es una alternativa mas compatible con el ambiente que las descritas en la literatura para la

obtencién de este tipo de bloques de construccidn asi como otros objetos moieculares.

5.5 _ Biotransformacién con S. cerevisiae de nitroalquenonitrilos en un medio
organico, |

Debido a que en las anteriores biotransformaciones no se logro obtener algiin grado de induccién
quiral, atribuido a que las reacciones se realizaron en un medio acuoso se decidié realizar estas
mismas biotransformaciones en un medio organico.

Al igual que en las biotransformaciones anteriores se revisé en la bibliografia el medio orgéanico
mas adecuado para realizar las reacciones quimicas, encontrando que los mejores disolventes son
el hexano, cloroformo y éter de petréleo.

En este nuevo tipo de reacciones se activa a S. cerevisiae con 0.8 mL de agua por gramo de
levadura utilizada, mezclandose bien para que logre la activacion. Una vez que se tienen activadas
las células, se agrega el disolvente y posteriormente el sustrato a ser biocatalizado.

Las primeras biorreducciones que se elaboraron con tos diferentes disolventes se notd que el mejor
medio de reaccion es el éter de petroleo ya que ni el cloroformo ni el hexano mostraron ser
buenos medios de reaccion. Esto es debido a que con cloroformo y hexano no se logra una
homogenizacion del medio, se forman aglutinamientos de células, mientras que cuando se hace la
biotransformacion con éter de petréleo, se logra esta fase homogénea.

Cuando el {Z)-3-nitro-2-fenil-2-butenonitrilo 2a se puso a biohidrogenar con S. cerevisiae en €ter
de petroleo se obtuvo el 5.amino-3-metil-4-fenilisoxazol, 2¢, con un rendimiento del 85% que
comparado con los rendimientos alcanzados en medios acuosos, son mejores debido a que con
este tipo de medios tenemos un mejor método de extraccion y purificacion, ya que no interviene el

agua en gran cantidad como en la biotransformacién en medios acuosos, que dificulta la extraccion
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y purificacion de los productos. Los restantes propenonitrilos tambien se hicieron reaccionar con
esta levadura dando los correspondientes S-aminoisoxazoles 1b y 3b. Las constantes fisicas y
espectroscopicas de estos compuestos concuerdan con los logrados en un medio acuoso.

Los datos fisicos se presentan a continuacion.

Tabla. 8 P.f, rendimientos, y Rf. de los 5-amioisoxazoles en éter de petroleo

Compuesto pf. exp. CC) Ren. exp (%) Rf. exp.
1b 158-160 80 0.46 hex:acOEt 7:3
2b 70-73 78 0.39 hex:acOEt 8:2
3b 133-135 81 0.41 hex:acOEt 7.3

Por otra parte, cuando el 5-amino-3-metil-4-fenilisoxazol 2b, preparado in situ, se bichidrogend
con S, cerevisiae en éter de petréleo se obtuvo la oxima 2¢ en un 38% de rendimiento, que es
mayor al que se generd en un medio acuoso, esto dado a que el método de extraccion en medios

orginicos es mas sencillo y efectivo. Los datos espectroscopicos se compararon con los

anteriormente obtenidos.
HC H;C
S. cerevisiae
! dter d leo
N\ \ NH, r de petroleo N v
0 “OH
NH
2b 2¢ 2

Fig. 71 Biotransformacion de 2b a su oxima, 2c en éter de petréleo

Otros 5-aminoisoxazoles preparados in situ (1b y 3b) que dieron la bioapertura cuando se hicieron
reaccionar con S. cerevisiae en éter de petrdleo, originaron los productos l¢ y 3¢ que se

identificaron por sus constantes fisicoquimicas como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla. 9 P.f, rendimientos, y Rf. de las oximas obtenidas en éter de petroleo

Compuesto  p.f. exp. °C) Ren. exp (%) Rf. exp.
Ic 160-162 38 0.36 hex:acOFEt 1:1
2c 142-145 37 0.43 hex:acOEt 1:1
3c 167-169 40 0.30 hex:acOEt 1:1
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Los datos de la espectroscopia realizada a esos compuestos se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 10 Datos espectroscopicos de los 2,3-difenil-3-oximinopropanamida.

Prod. TR (cm™) EM ov/z (intensidad relativa) RMN 'H (5, ppm; Hz)

lc 3390, 3190, 1748, 236 (M", -H;0, 10), 208 (25), 192 § 7.80 (m, 2H, arom), 7.3 (m,8H,
1659. 1597, 1453, (7). 105 (100), 89 (18), 77 (20), 63 arom), 6.30 (amplio, IH, CONHz),

1398, (12) 580 (an, 1H, CONH,), 420 (s.
1H, C-H), 6.30 y 5.80 (intercambio
D,0)
2¢ 3467.6, 34112 192 (M, 3), 175(M", -H;0, 7), 149 § 10.5 (s, !H, =NO-H), 7.20 (m,
32079, 1693.1 (100), 132 (75), 117(44), 90 (15), 57 5H, arom), 7.30 (am, 1H, CONHy)
1651.9, 1600.8, (14). 6.89 (an, 14, CONH,), 4.40 (s,1H,
1398.4, 1012.5, C-H), 1.70 (s, 3H, C-CH;=, 730y
700.1 6.89 {intercambio D;0).
3¢ 3446, 3338, 2924, 284 (M, 2), 266 (M, -H,0, 10),
1747, 1670, 1602, 135(100), 97(5), 57 (12) & 7.94 (d, J= 9 Hz, 2H, arom), 6.90
1575, 1308 (d, 1= 9 Hz, 2H, arom), 7.30 (m,

5H, arom), 5.8 (s, amplio, lH,
CONH,), 5.6 (s, amplio, iH,
CONH,), 5.5 (s, 1H, C-H), 3.8 (s,
3H. O-CH3), 5.8 v 5.6 (intercambio
D.0O)

Al hacer los analisis de rotacién optica a estos compuestos dieron un valor de cero lo que indica
que se trata de mezclas racémicas. La explicacion de este resultado es que las reacciones se
realizan en un medio organico que contiene una minima cantidad de agua necesaria para la
activacién y supervivencia del organismo biocatalitico por lo que ocurre una reaccion de
isomerizacion por la presencia de agua, no lograndose la induccion asimétrica deseada, lo que da
origen a una mezcla de diasteroisomeros en vez de la oxima quiral, producto que se esperaba
obtener ya que la reaccion se hizo con un biocatalizador quiral.

Los resultados obtenidos tanto en las biotransformaciones en un medio acuoso, como en el
organico hasta el momento indica que no se ha logrado alcanzar un grado de induccion asimétrica,
sin embargo, dan pauta para disefiar nuevos experimentos tendientes a obtener algun grado de
induccion, Las condiciones dptimas encontradas para las reacciones biotransformadas en un medio
acuoso son: temperatura 30 °C, 150 r.p.m. en agitacion orbital continua, 48 hrs de incubacion,
glucosa o sacarosa como fuente de carbono y agua como medio de reaccion; para las
biotransformaciones en medio organico son: temperatura 30 °C, 150 r.p.m. de agitacion orbital

continua, 72 hrs de incubacion, éter de petroleo como medio de reaccion.
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6.- Conclusiones

o Se logré obtener un nuevo método de nitracion mediante 6xidos nitrantes que es facil, rapido,
eficiente, limpio y econémico para nitrar diversos tipos de sustratos.

e Se demostraron los requisitos estereoquimicos que deben cumplir los nitropropenonitrilos para
ser biocatalizados por Saccharomyces cerevisiae.

e Se demostro que los (Z)-3-nitropropenonitrilos son compuestos reconocidos como sustratos
por S. cerevisiae en medios acuoso y organico.

e Se elaboraron dos nuevos métodos de sintesis de S-aminoisoxazoles con S. cerevisiae en medio
acuoso y medio organico

e Se encontraron dos nuevas rutas de sintesis de oximas ya sea a partir de su compuesto (Z)-3-
nitrofenilpropenonitrilo y su S-aminoisoxazol en medios tanto acuoso como Organico

¢ No se obtuvo grado de induccion asimétrica de las oximas en medios acuoso y organico
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2-tenil-3-(4-metoxifenil)-3-oximinopropanamida (3c)
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