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Los acidos p-hidroxicindmicos, son moléculas biolégicamente importantes y abundantes

en la naturaleza. Se obtienen del metabolismo secundario de las plantas, contienen un anillo
aromdtico con uno o més grupos hidroxilo, que les confiere la propiedad de ser
antioxidantes naturales,

La importancia de la transformacion microbiana de los 4cidos p-hidroxicinimicos se
debe a la diversidad de productos que pueden obtenerse a partir de estos. Los derivados se
usan como antioxidantes, precursores de aromas, mondmeros para la produccién de
polimeros, asi como de aditivos, tanto en la industria de los alimentos, como en la quimica
y de farmacéutica.

En esta investigacion se realizd la evaluacién de la biotransformacién que sufren los
4cidos p-hidroxicinamicos (4cidos cindmico, p-metoxicinimico, cumdrico, cafeico,
ferilico, sindpico y clorogénico), al ser incubados bajo condiciones controladas (pH,
temperatura, agitacién y tiempo de incubacién) con la cepa bacteriana de Bacillus sp.
aislada a partir del bagazo de café.

Laos 4cidos que resultaron ser biotransformados fueron: cumdrico, cafeico, ferdlico y el
sindpico. Posteriormente s¢ continué con la purificacion, identificacién v cuantificacion de
los productos obtenidos, siendo éstos los derivados descarboxilados correspondientes de
cada uno de los 4cidos.

Para finalizar este trabajo, se realizé una cinética de descarboxilacion para cada uno de
los 4cidos transformados, la cual se monitoreé a diferentes tiempos de muestreo, mediante
el empleo del cromatégrafo de liquidos de alta resolucién (HPLC). En ultimo lugar, con la
ayuda del HPLC, se pudo calcular la concentracién méaxima de producto obtenida, asi como
el tiempo empleado por la cepa de _Bacillus sp en realizar, bajo condiciones de reaccién
controladas, la descarboxilacién de una concentracién de Img/mL en cada ensayo de
bioconversion con cada uno de los icidos descarboxilados.

Para la identificaci6n de las estructuras de los productos obtenidos, se emplearon las
técnicas de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN-H"), la Espectrometria de
Masas (EM).



INTROQDUCCION

INTRODUCCION

Los é&cidos p-hidroxicindmicos, son compuestos fendlicos que son producidos por el
metabolismo sccundario de las plantas. Han sido muy estudiados debido a las propiedades
que €stos 0 algunos de sus derivados presentan. En su mayorfa, estos 4cidos son producidos
por la enzima fenilalanina amonio liaza que cataliza la reaccién de L-fenilalanina a 4cido
trans-cinimico, en seguida este 4cido es hidroxilado y/o hidroximetilado y los derivados

obtenidos son esterificados con aziicares, acidos orgdnicos y alcoholes, principalmente.

Los #cidos p-cumdrico, cafeico, fertlico, sindpico, clorogénico y el mismo 4cido
cinamico, han sido sometidos a diversas reacciones quimicas, a transformaciones con
enzimas o con células microbianas completas, con la finalidad de obtener derivados de

importancia industrial.

Se ha reportado que la bioconversién de los dcidos p-hidroxicindmicos, mediante el
empleo de diversos géneros microbianos, proporciona una gran cantidad de productos de
interés para las industrias farmacéutica, quimica, y de alimentos. La aplicacién de éstos va
desde aditivos para los alimentos, precursores de aromas, antioxidantes, y hasta la
obtencién de monémeros para la produccién de biopolimeros. Entre los principales
productos que se obtienen de esta reaccién son: alquil hidroxicinamatos, 4cido vainillinico,

guayacol, vainillina, e hidroxiestirenos, entre otros.

El objetivo de este trabajo es realizar la biotransformacién de los icidos: cindmico, p-
cumdrico, cafeico, fertlico, sinfpico y clorogénico, mediante el empleo de una cepa
microbiana aislada a partir del bagazo de café, con la propésito de obtener los
hidroxiestirenos en alio rendimiento, debido a que ¢€stos son empleados como aditivos en

las industrias, farmacéutica, quimica y en la de alimentos principalmente.



: ANTECEDENTES

ANTECEDENTES

ACIDOS P-HIDROXICINAMICOS

Los 4cidos p-hidroxicindmicos o p-hidroxicindmatos, son compuestos polifendlicos

sintetizados por las plantas mediante ta ruta del “shikimato” a partir de la tirosina y
fenilalanina usualmente como O-glucdsidos y O-metilos conjugados [1]. Estos juegan un
papel central en el metabolismo de fenoles en las plantas [2]. Forman parte de la pared
celular de la mayoria de las células vegetales. Son metabolitos secundarios que existen en
altos niveles en la dieta humana; cominmente se les puede encontrar en el café, cereales
(principalmente salvado de trigo, maiz, avena y cebada), y en algunas frutas [3]. Son de los
principales antioxidantes constituyentes de frutas, vegetales y bebidas como la cerveza y
algunos vinos. En la siguiente figura se muestran las estructuras los 4cidos p-
hidroxicindmicos que fueron empleados en este trabajo. Ademds, se muestra también la

estructura del &cido cindmico.

oH oH
CH OMe MeQ Ohle OH
E: x % X 3 N X
¢} OH o OH O OoH o) OH [0} CH o} OH o} 0
COOH

Cinémico Cumdrico  p-metoxicindmico  Cafeico Ferdlico Sindpico

Clorogénico
Figura I: Estructura de los 4cidos p-hidroxicindmicos empleados en este trabajo.

Los hidroxicindmatos mas comunes son los 4cidos ferilico, cafefco, sindpico y el 4cido
p-cumdrico (ver figura 1). A estos compuestos, raramente se les puede encontrar de forma
libre en las plantas o en los alimentos, usualmente se encuentran esterificados a un azicar, a
algunos 4cidos orgdnicos o lipidos. Es posible también, encontrarlos como dimeros,
particularmente en la pared celular de algunos cereales [3]. Estos 4cidos se liberan durante
la extraccion de lignina y son responsables (i vivo) de la resistencia que puedan tener las

plantas contra las plagas [4].



Acido Cinfmico

Acido 3-fenil-2-propenoico o &cido B-fenilacrilico (Ver figural), puede ser preparado
por sintesis quimica [5]. Mediante la condensacién del benzaldehido con anhidrido acético
y acetato de sodio (sintesis de Perkin). Por este método se obtienen buenos rendimientos.
Caracteristicas fisicas

Insoluble en agua fria, muy ligeramente soluble en agua caliente, altamente soluble en
compuestos orgnicos como éter, acetato de etilo y acetona.

Usas y derivados

Se emplea en la elaboracién de perfumes, asi como de bromestirol, fenilacetaldehido,
esteres etilico y bencilico del 4cido cinamico. Su sal s6dica sirve para el tratamiento de la
tuberculosis. Se emplea como primera materia prima para la sintesis del indigo ariificial.
Los esteres del 4cido cinimico con alcoholes triterpénicos y esteroides son considerados en
alimentos y farmacia como antioxidanteé,'ademés promueven el desarrollo de vitaminas v
son agentes efectivos contra el tratamiento de la arteriosclerosis. Varias funciones
fisiologicas han despertado un interés particular en la sintesis de ésteres del dcido cindmico
con derivados del colesterol {5,6]. En la figura 2 se muestra un ester del 4cido cindmico con

el colesterol.

Figura 2. Ester del 4cido cindmica con el colesterol [6).

Fuentes

Se encuentra en el balsamo de Told, en un 80% como ester cinamico del toluresinatol,
mezclado con ester benzotandlico, junto con ester bencilcinAmico. Ademds este balsamo
contiene un 12-15% de acidos libres especialmente cindmico, junto con un poco de
benzoico y. vainillina[5]. Se encuentra también en las aguas de desecho de la extraccion del

aceite de olivo [7].
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Acido p-metoxicingmico
Acido 3-fenil-(4-metoxi)-2-propencico), conocido mds comiinmente como Acido P-

metoxicindmico (Ver figura 1). Algunos de sus derivados, como el p-metoxicindmato de
octilo, son empleados como fotoprotectores en cremas contra el sol.
Caracteristicas fisicas

Insoluble en agua fria, muy ligeramente soluble en agua caliente, soluble en solventes
orginicos como el éter, acetona y acetato de etilo.
Acido Cumérico

Acido 3-fenil(4-hidroxi)-2-propenoico, comunmente conocido come icido p-cumdrico
{ver figura 1). En la naturaleza se encuentran varias tipos de acidos cumaéricos, dependiendo
de en que posicién del anillo aromitico se encuentre el radical hidroxilo; se pueden
encontrar los Acidos, m-cumérico y el e-cumérico, ademis del 4cido p-cumarico.
Caracterfsticas fisicas

Es poco soluble en agua fria, ligeramente soluble en agua caliente, muy soluble en
solventes orgdnicos como el éter, acetona y acetato de etila.
Fuentes

Se le puede encontrar en frutas tales como la manzana, pera y cereza, entre otras. En los
vegetales se encuentra en tomate, brécoli, zanahoria, espinaca, y algunos més. Rara vez se
encuentra de forma libre en la naturaleza, generalmente se encuentra unido mediante un
enlace ester a 4cidos organicos, lipidos, azucares ¢ dimerizado en la pared celular de
algunos cereales. Otras fuentes importantes son: los residuos industriales procedentes de la
elaboracién de sidra de manzana, jugos y en granos agotados procedentes de la elaboracion
de cerveza [§], en donde se sabe que existe como dehidrodimero o polimerizado dentro de
la lignina[9]. En la siguiente figura se muestran derivados de origen natural del 4cido

cumdrico.

CHZCHCHO CHOH
b Po7~o
N O

Figura 3: Derivados de origen natural del &cido cumérico.



Acido Cafeico

Acido 3-fenil-(3,4-dihidroxi)-2-propenoico) o mejor conocide como 4cido cafefco. Su
estructura se muestra en la figura 1.
Caracteristicas fisicas

Escasamente soluble en agua ftia, soluble en agua caliente, soluble en solventes
orgdnicos como el éter y acetato de etilo.
Usos y derivados

Los principales usos del acido cafeico estan dados por tener propiedades antioxidantes,
muchos de sus derivados se encuentran de forma natural en bebidas y vegetales. El acido
cafeico y algunos de sus derivados son empleados ampliamente en cremas fotoprotectoras.
Ha sido demostrado, fn Vitro, que el 4cido cafeico protege de manera muy eficiente de los
dafios causados por la luz UV [10].

Por otro lado, algunos derivados naturales del 4cido cafeico principalmente esteres,
ademas de tener propiedades antioxidantes, se les ha atribuido actividad preveﬁtiva contra
la arterosclerosis. En la siguiente figura se muestran algunos derivados naturales del 4cido

cafeico.

OH
[¢] HO CoO
oH U\/
HO. €00
HO COOH
D/\/ o

HO 6]

Figura 4: Derivados naturales del 4cido cafelco

Fuentes

En forma natural se encuentra en café, semillas de girasol, cscara de papa, zanahorias,
etc., mientras que en las semillas de girasol puede encontrarse junto con el 4cido
clorogénico hasta en una concentracién de 700g/Kg del total de los 4cidos presentes y se
encuentra principalmente en el corazén de la semilla {1].

Obtencién del 4cido cafeico
. El 4cido cafeico puede ser producido por desesterificacion del acido clorogénico en
agua, liberdndose asf el 4cido cafeico y el cido quinico. Para obtener 4cido cafeico a partn'

del acido clorogénico, mediante el empleo de enzimas aisladas, se coloca el acido



clorogénico junto con la enzima (lipasa de C. amtarctica por ejemplo), bajo condiciones

controladas de pH, temperatura, agitacién y tiempo de reaccién. La verificacién se realiza
mediante CCF y la purificacién se puede realizar en una columna cromatogréfica. La
reaccidn de hidrélisis puede ser realizada por varias enzimas como la lipasa de 4 niger,

algunas celulasas y 1a carbohidrato hidrolasa, entre otras [12].

Acido Feriilico

El 4cido ferilico (4cido 3-fenil-(4-hidroxi-3-metoxi)-2-propenoico) (ver figura 1). Fue
aislado a partir de la planta Férula foetida en 1886. El nombre de 4cido ferilico obviamente
se deriva del nombre boténico de la planta de la cual fue extraido. Es un compuesto que se
encuentra en la mayoria de las plantas y en mayor cantidad en los cereales (maiz, trigo,
cebada, arroz, etc.), también es posible encontrarlo en el café, donde forma parte de la
pared celular y constituye un puente de unién entre xilanos. En la siguiente figura se

ejemplifica lo anterior.
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Figura 5: Acido ferilico unido a xilanos en las plantas de maiz.

En las plantas el 4cido ferilico juega un papel muy importante, ya que mantiene la *
rigidez de las mismas mediante enlaces cruzados, proporciona proteccién contra la invasién
de patégenos y al dafio que pueda ser causado por los radicales libres de oxigeno. Dado que
las plantas son susceptibles a dafios causados por la luz UV, el 4cido ferilico juega un

papel primordial en la protecciéon del contenido celular. El nticleo fendlico absorbe a




lengitud de onda similar a la que absorben las moléculas del ADN, evitande asf dafios en
esta macromolécula; evita también la peroxidacién de los lipidos [13].

Caracterfsticas fisicas

Ligeramente soluble en agua fiia, altamente soluble en agua caliente, soluble en
solventes organicos como el acetato de etilo, acetona y éter.
Fuentes

Se encuentra aproximadamente en un 2% en las cascarillas de maiz, en granos de trigo
forma casi el 0.5% de la materia seca y en los granos de cebada forma casi el 0.14% de la
materia seca total [4). Pero también es posible encontrarle en una gran variedad de frutas y
en los productos derivados de estos como jugos de frutas, algunos vinos y en la cerveza
donde tiene una gran participacion en el sabor de la misma [3, 13].

Usos y derivados

A nivel industrial, la importancia del 4cido ferilico radica en su actividad antioxidante y
por ¢tlo es empleado como antioxidante natural en alimentos, ademés de que tiene la
capacidad de funcionar como inhibidor de sabores amargos, es un ingrediente activo en
lociones y cremas que protegen contra los rayos UV, siendo un fotoprotector que preserva
de radicales libres y especies reactivas de oxigeno [14]. A este commpuesto se le ha asociado
también con actividad antihepatica, antiestrogénica, antitumoral, antimicética e
hipocolesterotémica [15]. Por otro lade, ha sido reportado también que el 4cido ferilico
ticne cierta actividad anticancerigena [16].

Entre los derivados mas importantes del acido fertlico se encuentran dimeros,
gluctsidos y esteres, la mayoria de ellos con propiedades antioxidantes, pera también son
empleados como anti-inflamatorios en la medicina herbolaria en China; se encuentran en
varias cremas fotoprotectoras y en cosméticos (dimeros, algunos glucésidos). En cuanto a
los ésteres del dcido ferilico, son una amplia gama de compuestos conocidos, los cuales
son ampliamente utilizados en la industria de los alimentos y de farmacia, principalmente
en los paises asiaticos.

Se ha comprobado que los dimeros de! 4cido tienen una mejor actividad antioxidante
que ¢l dcido en si, esto se debe principalmente a que los dimeros tienen una mejor
solubilidad en la parte lipidica, ello implica una mayor distribucién del antioxidante en la

parte grasa y una mayor proteccién a la misma [15].




BN TECEDENTES

Se han reportado esteres del 4cido ferulico con alcoholes primarios (del metanol al
undecanol), los cuales tienen propiedad antioxidante [17].
Obtencién del fcido feralico

La extraccién del 4cido ferilico se realiza principalmente de las gramineas y debido al
arreglo que presenta en dichas plantas (ver figuraS), se ha determinado que mediante una
hidrélisis alcalina de los enlaces ésteres se puede realizar la liberacién del mismo. En
general, la manera de realizar la extraccion del 4cido fertlico es mediante una hidrolisis
alcalina de la fuente empleada, sin embargo se han realizado también un doble tratamiento,
térmico-enzimético, en la extraccién del 4cido ferilico a partir del maiz [18].

Una de las formas para la extraccion del 4cido ferdlico es la hidrolisis alcalina de la
fuente completa o s6to del salvado (en caso de ser granos), la solucién alcalina junto con la
accién de la temperatura (generalmente superior a 95°C), realizan la hidrdlisis de los
enlaces que mantienen unido este 4cido con los polisacaridos; una posterior acidificacién
termina por extraer el 4cido y posteriormente se puede separar mediante el empleo de
solventes orgdnicos como el acetato de etilo. Puede ser purificado mediante recristalizacién

por par de disolventes u ofra técnica.

Acido Sindpico

El 4cido Sindpico (Acido 3-fenil-(3-hidroxi-3,5-dimetoxi)-2-propenoico), es otro de los
acidos derivados del Acido cindmico (Ver figura 1).
Caracteristicas fisicas

Color café, es un 4cido muy poco soluble en agua fria, soluble en solventes orgdnicos
como el éter, acetato de etilo y acetona.
Fuentes

El &cido sinapico es un componente de la ligninocelulosa, esti presente en aguas de
lavado del aceite de oliva, pero también ha sido aislado en diferentes plantas [19]. Se
encuentra también en cereales y en sus derivados. En vegetales, rara vez se encuentra en
forma libre, generalmente esti ésterificado con azucares, 4cidos organicos ¢ alcoholes,
como en el caso del brécoli (ver figura 6) [20]. Por otro lado, este 4cido es muy irpertante
para la identificacién del café mexicano, puesto que Gnicamente se encuentra en café de

origen nacional [21].
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Figura 6: Hidroxicindmato derivado del acido sindpico aislado del brécali.

Obtenci6n

El dcido sindpico es generalmente extraido de la misma forma en que se extraen todos
los dcidos p-hidroxicinamicos, mediante la hidrdlisis alcalina de la fuente empleada, al
igual que el resto de los dcidos p-hidroxicinAmicos. La variacién del tiempo de extraccién
es diferente para cada dcido debido a que algunos ticnen mayor o menor estabilidad que
ofros, en este caso éste dcido, junte con el cafeico son de los mis susceptibles a la
oxidacién. La purificacién del producto se realiza una vez que este ha sido identificado

plenamente mediante CCF u otra técnica.

Acido Clorogénico

Las plantas son muy conocidas por contener cantidades significativas de varios 4cidos
polifendlicos, tales como el p-cumatico, cafeico, ferdlico y sus glucdsidos o esteres.

El &cido 5-cafeilquinico o 4cido clorogénico (ver figura 1), esta ampliamente distribuido
en la naturaleza. Se presenta en semillas de girasol, piel de papa, zanahorias, café, frutas y
productos derivados de los mismos, aunque a los esteres de los hidroxicindmatos con el
icido quinico se les denomina también acidos clorogénicos. En la siguiente figura se
muestra un derivado natural del 4cido clorogénico.

HO

Poor g
Ho—@— m:c—c—o~©-o—c——c:m~©—ou

Ho COCH ’

Figura 7: Acido iso-clorogénico
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El écido clorogénico puede ser considerado como almacén de 4cido cafeico, dado que la
biosintesis del Acido clorogénico a partir del 4cido cafeico es reversible (ver figura 8). Entre
los usos mds importantes que pueda tener este 4cido, est4 su capacidad de inhibir al acetato
de metilazometanol, que es un compuesto que induce cincer en hamsteres, asi como
prevenir el cdncer oral en ratas e inhibe ¢l efecto del compuesto metilnitrosourea que

produce cincer en el estémago en ratas [22].

OH H o
oH OH COOH
— +
H
- I H
0 (o] o} OH

COOH
H
OH
Acido cloregénico 4cido cafelco Acido quinico

Figura 8: Reversibilidad de la biosintesis del écido clorogénico a partir de los 4cidas cafeico ¥ quinico.

Por otro lado, se han usado los 4cidos clorogénicos como criterio de seleccion
genotipica en café, para Caffea arabica y Caffea canephora, pues su contenido de 4cidos
clorogénico; varia entre un 7 y 10% en base seca [23].

Obtencién

La extraccion y purificacién de los 4cidos clorogénicos a partir de granos de café verde
se realiza como se describe a continuacion: primero para evitar la degradacion de estos
acidos se congelan la muestra con nitrégeno liquido, y se muelen durante 15 minutos. Se
colocan una mezcla metanol-agua (70/30) y 0.5% de Na;SO; v se agita (125 rpm) a 4°C en
ausencia de luz por una noche. Terminada la extraccidn se filtra la solucion, posteriormente
la muestra es directamente tratada con agentes de Carrez, que provocan la precipitacion de
polisacdridos, proteinas solubles y otros kma.teriales coloidales. La muesira se analiza

posteriormente mediante el HPLC [24].
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BIOTRANSFORMACIONES
La biotransformacién se define como todo cambio en la estructura de un compiesto

quimico realizado por seres vivos o parie de ellos. Estos catalizadores de origen natural
ofrecen algunas ventajas en la produccién de sustancias tradicionales o nuevas, respecto a
la sintesis quimica. Algunas de las ventajas por las cuales se opta por ¢l empleo de los
biocatalizadores sobre la quimica tradicional son: las enzimas poseen alta especificidad (en
términos de regio, quimio, y estereoespecificidad), con respecto a los sustratos sobre los
que actian. Los procesos en que son empleadas son generalmente mds capidos; no
requieren condiciones extremas de reaccién; proporcionan altos rendimientos en productos
enantioméricamente puros; no forman subproductos y son capaces de producir compuestos

nuevos a partir de sustratos diferentes a los que suelen transformar a nivel celular [15).

Biotransformaciones mediante el empleo de microorganismos

Una gran variedad de microorganismos han sido empleados para realizar un sin fin de
reacciones de biotransformacion sobre una gran diversidad de diferentes sustratos. A
continuacién se mencionan sélo algunos ejemplos de dichas reacciones biocatalizadas por

una variedad de microorganismos [25].

1. Desracemizacién: Un problema comin en sintesis orgdnica es la formacién de
mezcla racemicas. Algunos microorganismos (Candida parapsifosis, Bacillus
stearothermophilus, Pseudomonas polycolor, entre otros.) tienen la capacidad de
producir a partir de una mezcla racemica un solo enantiomero lo que es muy
importante en las industrias quimica, farmacéutica y de alimentos. Como se muestra

en la siguiente figura.

N ;OH Rhodocoecus erythropols N :OH
0 [¢] 0 QO

mezcla racemica enanliomero puro

Figura 9: Desracemizacién mediada por microorganismos.

2. Reduccién: Algunas de las reacciones mds comunes son sin duda las reacciones de

reduccién, mediadas principalmente por una gran diversidad de levaduras, de entre
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las que se puede destacar a la levadura de pan Sacchromyces cerevisiae. En la

siguiente figura se muestra un ejemplo de reaccién de reduccion.

/\/I\/ e R /\/L/
- OH
NG 7

100%

Figura 10: Reduccion de un doble enlace por levaduras,

3. Hidroxilacién: Muchos alcanos pueden ser activados mediante la bio-
hidroxilacidn. En la siguiente figura se muestra un ejemplo de dicha reaccion. Los
microorganismos son capaces también de realizar hidroxilaciones sobre anillos
aromaticos, como el caso del 4cido nicotinico que es hidroxilado en la posicion 6
por Pseudomonas o Bacillus sp a nivel industrial. El orden de hidroxilacién es
inverso al de radicales libres (2%>3%>1%),

8] i 0
HO
Rhizopus amhizuz
(o] [e]

0 A. niger

Figura 11: Hidroxilaci6n de la progesterona.

4. Epexidacién de alquenos: La reaccion de epoxidacién es ampliamente usada para
la obiencién de intermediarios de alto valor en la sintesis de compuestos quirales.
Los microorganismos mas estudiados son las cepas de Pseudomonas oleovorans,
pero no son los dnicos empleados, se han reportado cepas de Nocardia corallina,
Micobacterium o de Xanthobacter sp., en la siguiente figura se muestra un ejemplo

de reaccién de epoxidacion.

Mycobactenum sp.
Ho Xy H —» H H

Figura I2: Reaccién de epoxidacién de un alqueno

5. Oaxidacién de alquiltiocteres: Los tioeteres pueden ser oxidados asimétricamente

por microorganismos como Corynebacterium equi, Rhodococcus equi,
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Helminthosporium sp, y Mortierella isabellina, y s¢ obtienen altos rendimientos de

productos opticamente puros.

S S

Corynebactariom equi

Figum 13: Oxidacién de un alquiltioeter.

En la tabla 1, se muestran algunos tipes de moléculas arométicas producidas por
los Basidiomicetos, mediante biotransformacién y que son empleadas directamente en

al industria de los alimentos [26].

Sabor Olor Biotransformacién especies Precursor
Vainilla Vainilla Pycroporus cinnabarinus Acidos vainfllico,
fertlico
Benzaldehido Almendra amarga | Bjerkandera adusta, ischnoderma | Fenilalanina, aceite de

banzoinum, Polyporus sp., Poria

cocos

castor, lignina, dcido
benzoico, asparagina.

Antranilato de metilo

Flor de naranjo,

fresa silvestre

Trametes sp., Polyporus sp.
Picoporus cinnabarinus

Metil-N-metil-antranilato,

4cido antranilico

Anisaldehido Vainilla y anis Bjerkandera adusta, Ischnoderma Tirosina y lignina
benzoinum,
Veratraldehido Vainilla Pleurotus sp Lignina y paja
Acetofenona Flor de naranjo - Polyporus sp. Aceite de castor y lignina
Benzoato de ctilo Frutal Polyporus sp. Aceite de castor

Tabla I: Sabores relacionados al benzoate producidos por Basidiomycetos [26].

Otro ejemple de biotransformacién con emplec directo en la industria de los alimentos

es la obtencién de y-lactona, que es el principal componente del sabor de los duraznos yel
albaricoque, el cual se obtiene mediante la biotransformacién del aceite de castor mediante
el empleo de levaduras Candida, Rhodotorula, Sporobatomyces (el sustrato contiene cerca
de un 85% de 4cidos grasos consistentes en 4cido ricinoleico, que resulta ser un buen

precursor de la y-lactona) [26].



Biotransformaciones mediante enzimas

La mayoria de las reacciones realizadas en los seres vivos no sucederfan a una velocidad
apreciable sin la catalisis. Los catalizadores de estas reacciones biclégicas son proteinas
llamadas enzimas.

Cada organismo produce una gran variedad de enzimas, las cuales estén involucradas en
reacciones metabolicas. Existen microorganismos que producen enzimas en grandes
cantidades y no las retienen dentro de la célula, las excretan al medio y generalmente estas
enzimas extracelulares tienen la capacidad de degradar materiales insolubles, para que
luego puedan ser transportados los productos de la digestién hacia el interior de la célula,
donde son empleados como nutrientes para el desarrollo de la misma.

Actualmente se utilizan una gran cantidad de enzimas exiracelulares en las industrias
alimentarias, farmacéuticas y textil y son producidas en grandes cantidades mediante
biosintesis microbiana. Comercialmente se producen enzimas procedentes de bacterias,
levaduras y hongos [27].

El empleo de enzimas purificadas en la biotransformacién v obtencion de nuevos
productos ofrece grandes ventajas con respecto a la sintesis orgénica corrients, en la
obtencidn de nuevos productos o mejorar los rendimientos y pureza de los compuestos
obtenidos.

La primera consideracidn para incorporar la biotransformacién en una sintesis quimica,
es el control estereo v regioselectivo que puede ser obtenido al usar una enzima como
catalizador de una reaccién. Las bioconversiones son cada vezr mas aceptadas en la
generacién de productos opticamente puros y de compuestos de interés [1 5].

El potencial de la-biocatlisis en la industria farmacéutica ha sido bien conocido por
muchos afios. Los avances en fermentaciones, purificacién e inmovilizacién de enzimas
dan como resultado biocatalizadores mds estables, 1o que significa la reduccién de costos.
Por otro lado, los avances en enzimologia no acuosa han simplificado tanto las
transformaciones como la purificacion del producto. Finalmente, las técnicas de
inmovilizacion donde se emplean prot;ainas cristalizadas aporta como resultado la creacion
de mejoras en este tipo de catélisis. Pero, la aplicacién de enzimas aisladas en la tecnologia
de las fermentaciones como catalizadores en sintesis de productos farmacéuticos, ain es

limitada.
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En la tabla 2, se muestran algunos productos de aplicacién farmacéutica modificados

enzimaticamente, las enzimas responsables y la reaccién que catalizan.

Producto Tipo de enzima | Reaccién catalizada
Naproxeno Lipasa inmovilizada Hidrlisis
Cetoprofeno, fluarbiprofeno, cetorolac Lipasa y proteasa Hidrolisis
Captopril Lipasa Hidrdlisis
Camptosar Lipasa Hidroblists
Carbovir Hidrolasa Hidrodlisis
Ninedipina, nitrendipina, nicardipina (bloqueadores de Esterasas y lipasas Hidrélisis
los canales de calcio)
Castanospermina (inhibe replicacién del VIH) Lipasa Acilacién
Desoxinajiromicina, desoximanojiromicina Aldolasa Condensacién

(inhibidores de la sintesis y excrecién de

glicoproteinas)
Broxaterol Alcohol deshidrogenasa Reduccion
Everninomicina Oxidasa Oxidacion
SH36592 (anti-fingico) Lipasa Acetilacién
Benzodiacepina Reductasa Reduccion
Diltiacem (blogueador de los canales de calcio) lipasa Hidrdlisis

Tabia 2: Enzimas empleadas en biocatalisis de productos farmacéuticos. Elaboracién propia de [28].

Las enzimas més empleadas en la sintesis orgdnica son las hidrolasas (cerca de dos
tercios de los reportes de biotransformaciones, se llevan a cabo usando proteasas, esterasas
o lipasas), seguidas de las oxidorreductasas y las demas clases de enzimas en mucho menor
canﬁdad, pero su uso se incrementa,

El amplio empleo de las enzimas hidroliticas se debe a la gran variedad de usos que
estas pueden presentar, lo que incluye la formacién de esteres de fosfato, esteres, epéxidos,
nitrilos y hasta la formacién de polimeros.

La reacciones de oxidacién, son realizadas por oxigenasas que incorporan oxigeno
molecular al sustrato, va sea unc o los dos atomos del O, por una transferencia de
electrones, siendo el oxigeno el donador.

En la tabla 3 se muestran los grupos funcionales que pueden ser susceptibles a la

oxidacion mediante enzimas, y algunos de los microorganismos que pueden producit

enzimas oxidasas.
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Grupo funcional Enzima Accién enzimidtica
Hidroxilos y alquilos J-o-hidroxiestero! deshidrogenasa Oxidaci6n esteroespecifica y
reduccidn de cetonas de dcidos
biliares
Alquenos Peroxidasa Epoxidacion de estirenos
Arilos Lacasa Oxidacién de benzofa]pireno y
6,12-quinonas
Acidos carboxilicos 15-lipoxigenasa Oxidacién de dcidos grasos
Azufrados Vanadio bromoperoxidasa Oxida usando H,O, grupos sulfuro

Tabla 3: Uso de enzimas oxidasas en la quimica organica {14].

Otro tipo de biotransformaciones también estan causando un gran impacte dentro del

campo de la biotecnologia, son enzimas que catalizan reacciones poco comunes pero de

gran importancia en la industria. A continuacién se muestran algunos ejemplos de estas

nuevas enzimas y su aplicacion,

1.

Carboxilacién.-Enzima carboxilasa descubierta en la bacteria Thavera aromatica y
es empleada en la sintesis de 4cido-4-hidroxibenzoice a partir de fenol y CO, en un
recipiente con temperatura sub-atmosférica v presién de CO,, con un 100% de
selectividad. Otra enzima carboxilasa fue obtenida de B. megaterium la cual actiia
sobre pirroles y es reversible. Estaenzima tiene accién cuando se adicionan altas
concentraciones de bicarbonato.

Polimerizacion.- La lipasa del pancreas de cerdo, cataliza la polimerizacion de la
caprolactona esta reaccién es ampliamente regioespecifica. Otra enzima empleada
en este tipo de reaccién es una peroxidasa, la cual se emplea en la polimerizacion
de anilina en presencia de plantilla poli aniénica, poli estireno sulfonado para

producir un conductor soluble en agua, complejo de polianilina [14].

Técnicas especiales en las biotransformaciones enzimadticas

Dado que la mayoria de los solventes orginicos son insolubles en agua, y la biocatalisis

convencional se lleva a cabo en soluciones acuosas, esa es una gran limitacion para las

aplicaciones sintéticas de las biotransformaciones.

Los avances de la cinética enzimatica en medios orgénicos se basan en la solubilidad de

los sustratos hidrofébicos.
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A continuacién se muestran algunos ejemplos del uso de solventes orgdnicos aplicados a

la biocatélisis en sistemas mono v bifasicos.

1.

Sistema de solventes bifisicos.-Hidrélisis de un ester en su correspondiente dcido
con alto rendimiento. La hidrélisis se llevé a cabo en mezcla de agua’benceno en
presencia de lipasa de C. rugosa, la cual fue pre-tratada con 2-propanol. Otra
enzima reportada es la hidroxicinitrilo liasa de Hevea brasiliennis, 1a cual genera
enatiomeros puros de (S)-cianohidrinas en rendimientos de hasta el 99%, tomando
como materias primas a los compuestos alifaticos, insaturados, aromaticos y
aldehidos heteroaromiticos, en presencia de dos fases acuosas (buffer/metilterbutil
éter). Se ha reportado también la descarboxilacién del dcido fertilico a 4
vinilguayacol en un sisterna de dos fases [29].

Sistema monofisico de solventes.-Diferentes solventes orgdnicos han sido
empleados en la obtencion de varios compuestos farmacéuticos, como (S)-
naproxeno y (S)-ibuprofeno de sus comespondientes tioesteres usande lipasa
proveniente de Candida rugosa, que ademas cataliza las reacciones de
tiotransisterificacion o hidrélisis en solventes organicos. Se han empleado también
solventes como benceno, hexano, tetrahidrofurano, tolueno, octano y a-decanol.
En sistemas bifasicos se emplean los anteriores solventes con agua.

Sin solventes.-Lipasas de C. amtartica y de Rhizomucor miehei han sido empleadas
para esterificar 4cidos grasos (laurico) con una larga cadena de tioles, como el
decanotiol en presencia de wna malla molecular de 0.4nm, para producir la cadena
de aciltiol esteres. La enzima realiza la transtioesterificacion libre de solvente.
Detergentes y éteres corona.-El remojo de los cristales de proteina en una solucidn
de 18-corona-6-éter en acetonitrilo seguido por evaporacién del solvente, resulta en
un aumento de 13 veces la velocidad de la actividad enzimatica en la formacién de
peptidos. Por otro lado, una lipasa y un nuevo tipo de detergente han sido
empleados para realizar la transisterificacién irreversible del 6-metil-5-hepten-2-ol
o del 2,2-dimetil-1,3-dioxolano-4-metancl con isopropenil carboxilato en solventes
organicos.

COy supercritico.- Se ha estudiado la velocidad y selectividad de la reaccién
enzimética de esterificacién del ibuprefeno y 1-feniletanol con CO;, supercritico
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como solvente. El estudio se realizé en un reactor tipo batch, con un rango de

temperatura de 40 a 160°C se produjo la esterificacién del ibuprofeno con un exceso
enantiomerico del 99%, siendo ademés esta reaccidn independiente de la
temperatura.

Enzimas inmovilizadas.-La inmovilizacion de las enzimas puede alterar las
condicicones impuestas sobre ta ésta, cuando se solubiliza el sustrato orgdnico. Entre
estos se problemas incluyen la desestabilizacién de la enzima, desnaturalizacién y

su auto oxidacion, entre otros [14].

Biotransformacién mediante el empleo de Cultive de Células Vegetales (CCV)

La biotransformacién con CCV, representa una alternativa mds para la produccién a

nivel industrial de compuestos de interés farmacéutico y de alimentos principalmente. En el

campo de los alimentos representa una forma “natural” de sintetizarlos. Existen diversos

métodos para realizar los ensayos de biotransformacién con CCV, siendo uno de los més

importantes la adicién de un compuesto (origen natural o sintético) que sirve de sustrato a

las enzimas contenidas en el CCV.

A continuacion se presentan algunas de las reacciones principales catalizadas por

cultivos de células vegetales o enzimas extraidas de los CCV.

1.

Reduccidn de los dobles enlaces C-C y C-0, como lo representa la formacién de
alcoholes a partir de compuestos como las cetonas arométicas (ejemplo, la
reduccién de acetofenona a I-feniletanol por CCV inmovilizadas de Gardenia

Jasminoides).

Figura 14: Reduccidn de la acetofenona a 1-feniletanol

[3-oxidaciones, como lo representa la oxidacién del 4cido fenilico a vainillina
mediante cultivos en suspension de D. carota la cual es precedida de una
descarboxilacién, técnica desarrollada a partir de la sintesis de estirenos utilizando
como precursores diversos 4cidos derivados del 4cido cindmico. Esta reaccion ha

sido ampliamente estudiada debido al alto valor comercial de la vainillina “natural”
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COOH
; 0, H
Figura I5: B-oxidaci6n del dcido ferilico a vainillina

3. Desmetilaciones y descarboxilaciones, como en la formacion de precursores para la
formacién de vainillina; por ejemplo el caso de la descarboxilacién del 4cido

ferulico para obtener eugenol mediante CCV de Nicotina tabacum.

COOH
=
R ———
i f
I
Figura 16: Descarboxitacién del 4cido trans-fenilico

4. Una biotransformacion que se ha observado principalmente en células de origen
vegetal y que es de gran importancia en la industria farmacéutica, ya que ayuda a la
solubilizacion de productos de baja solubilidad en agua, es la glicosidacién de
compuestos fendlicos, como lo representa la glicosidacién de la hidroquinona a

arbutina con CCV de Digitalis purpurea [15].
Ghu
o

Figura 17: Glicosidacién de la hidroquinona

Yentajas y desventajas de las biotransformaciones
El impacto que han tenido las biotransformaciones en la sintesis orgdanica se debe a que

tienen ciertas ventajas sobre la sintesis org4nica tradicional.
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Yentajas

»

A7

>

El poder catalitico de los biocatalizadores hace que se incremente la velocidad de
las reacciones quimicas de 10® a 10?° veces.

A diferencia de muchos catalizadores quimicos donde se utilizan metales pesados,
los biocatalizadores se degradan siendo compatibles con el medio ambiente.

Lo biocatalizadores actian bajo condiciones suaves de reaccién, en un intervalo de
pH de 5 a 8 a una temperatura de 20 a 37°C y en algunas ocasiones, a temperaturas
superiores. En el caso de las enzimas, se ha encontrado que esto minimiza las
reacciones de descomposicidn, isomerizacién o racemizacién que se presentan en
la sintesis tradicional.

El biocatalizador es capaz de realizar diferentes tipos de reacciones quimicas y muy
posiblemente existe una bio-reaccion por cada reaccién usada en la sintesis
organica.

Las -biocatalizadores son quimioselectivos, por lo cual actilan sobre un solo grupo
funcional.

Los biocatalizadores son regio y diasteroselectivos, lo que significa que pueden
distinguir entre grupos funcionales con diferentes ambientes quimicos.

Los biocatalizadores son enatioselectivos, lo cual puede ser empleado para realizar
la catdlisis bioselectiva y conversiones asimétricas.

El biocatalizador no estan restringido a sus sustratos naturales. La mayoria de ellos
realizan reacciones especificas, pero aceptan una amplia variedad de sustratos.

El costo econdmico y ecoldgico al utilizar biocatalizadores es menor al de la sintesis
tradicional.

Muchos biocatalizadores (células completas) no requieren cofactores adicionales.

Desventajas

>

La cantidad de biomasa necesaria (cuando se emplean células completas) es mucho
mayor al rendimiento del producto a obtener.

Cuando de manejan enzimas, muchas veces ya no es posible recuperarlas.

En biotransformaciones en medios no acuosos, el biocatalizador puede tener baja
estabilidad en los solventes organicos.

Algunos biocatalizadores pueden inhibirse con el producto final o intermediarios.
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» Algunos biocatalizadores (células completas) pueden dar més de un producto

partiendo de un mismo sustrato,

» Ladificultad para realizar la purificacién de los productos.

BIOTRANSFORMACION DE LOS ACIDOS P-HIDROXICINAMICOS

Los acidos p-hidroxicindmicos han sido empleados como sustratos para la obtencidn de
nuevos productos mediante la biotransformacién con diferentes microorganismos y
obteniendo una diversidad de derivados, que van desde esteres de dichos acidos a productos
como alcoholes y mondmeros para polimeros (hidroxiestirenos), entre otros mas. Se tienen
descritas una gran variedad de reacciones a las que han sido sometidos los 4cidos p-
hidroxicinimicos; sin embargo, sélo se gjemplificaran algunas de las reacciones mas

comunes.

1. Reacelones de esterificacién: Se han obtenido una gran cantidad esteres de los
acidos hidroxicindmicos mediante empleo de enzimas, células completas, CCV, o
aislados de plantas. A continuacién se presentan sélo algunos ejemplos de esteres
obtenidos mediante biotransformacién. Se han preparado esteres de 4cidos p-
hidroxicinamicos con acetilcoenzima A (ACoA) mediante el empleo de cultivo de
celulas vegetales (CCV) de perejil (Petroselimm hortense Hoffm). Los &cidos
empleados son los dcidos: cindmico, fenilico, cumarico, p-metoxicinimico, y
ferdlico. Obteniéndose principalmente el p-cumaroil-CoA, dade que el 4cido

cumérico fue el sustrato maés efectivo. [30]

o o

Figuras 18: Esteres derivados del dcido fenilico y cumdrico.
Los esteres de fenoles naturales con alcoholes triterpérnicos y esteroides son
considerados en alimentos y medicina como antioxidantes, promueven el desarrollo de

vitaminas y son agentes efectivos en el tratamiento de la arteriosclerosis. Otros productos
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de interés son los obtenidos de la esterificacian entre el 4cido cindmico con derivados del

colesterol {ver figura 2) [6].

Sin duda los esteres derivados de los 4cidoes p-hidroxicindmicos tienen cualidades que
les confieren cierta importancia en las industrias de farmacia y alimentos principalmente,
donde son empleados como antioxidantes y fotoprotectores. En la tabla 4 se mencionan

algunos derivados del 4cido ferilico que tienen la capacidad de ser antioxidantes.

Derivados del dcido ferilico con actividad antioxidante
Esteres de los primeros 11 alcoholes primarios.(del metanol al
undecanol)

Ester del alcohol isopropilico
Ester del alcoho! terbutitico
Ester del alcohol 2- metil-1-butanol
Ester del alcohol 2-etil-1-hexanol

Ester del alcohol 3,5,5-trimetil- 1-hexanol
Tabla 4: Derivados del 4cido ferdlico con poder antioxidante {17]

II. Reacciones de nitracién: La nitracion de fenoles es una reaccién mas compleja que
ta formacién de esteres de les 4cidos p-hidroxicindmicos. A continuacién se muestran
algunos ejemplos de productos nitrados. Las reacciones de nitracion son generalmente
llevadas a cabo por enzimas peroxidasas. La reaccion de nitracion del 4cido p-
cumdrico es llevada a cabo por una enzima peroxidasa procedente de rdbano picante
(HRP) Ila cual emplea ademds NaNQ;, y H,(04, para poder tealizar la nitracién. El
producio obtenido se muestra en la siguiente figura {19].

COOH

NO,
OH

Figura 19: Producto del dcido cumdrico nitrado por la peroxidasa de rabano picante [31]
Pero no sélo han sido reportados derivados nitrados del acido cumarico, también se

reportaron productos nitrados del 4cido ferilico [31].
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IIL. Reacciones de reduccién: Han sido reportadas reacciones de reduccion para los
acidos p-hidroxicindmicos. Mediante el empleo de células de frijol de soya en
suspensién, se ha logrado la biomeduccion del icido p-cumdrico y fenilico a su

respectivo alcohol [32], segin se muestra en la siguiente figura 20.

oH
COOH CO-SCoA
R R R
R=0Me, H

Figura 20: Reduccién de 4cido cumérico y ferilico a su respectivo alcohol [32]

En otro trabajo més reciente se emple al microorganismo Pyrococcus furiosus y se ha
redwido el 4cido cindmico al alcohol correspondiente, al igual que otros &cidos
carboxiticos y aromaticos [33].

IV. Reacciones de aceplamiente orto-oxidative: Muchos investigadores han enfocado
su atencion en las oxidaciones enzimdticas que sufren los dcidos ferdtico y cafeico .
principalmente. Muchos de estos estudios se dirigen hacia la obtencién de compuestos
naturales como la lignina. Se ha reportado una enzima (cafeato peroxidasa) que
cataliza la reaccién por dos diferentes vias, proporcionando dos diferentes productos

[34]. Segtin, se muestra en la siguiente figura.

Figuras 21: Productos de acoplamiento oxidativo del 4cido Ferifico mediante el empleo de la cafeato
peroxidasa [34].

Por ofro lado, mediante ¢l empleo de una enzima llamada “lacasa” se han producido,

mediante oxidacién, también diferulatos [35]. Del 4cido cafeico también han sido obtenidos
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productos de acoplamiento oxidativo cuando se emplea una peroxidasa de rébano picante

(HRP). Los productos se presentan en la siguiente figura.

OH )
© OH
0
OH oH
0 | Q
| o HO
HO OH CH
0
0

Figuras 22: Productos de acoplamiento oxidative del 4cido cafefco [36].

V. Reacciones de descarboxilacién: Un gran nimero de especies de Microorganismos
que tienen la capacidad de realizar la descarboxilacién no oxidativa de los 4cidos p-
hidroxicinimicos han sido reportadas. Estos microorganismos transforman los acidos
p-hidroxicindmicos en sus respectivos hidroxiestirenos por la eliminacién del RTUPO
carboxilo. Dada la importancia de la reaccién se ha reportado la caracterizacion,
purificacion y clonacién de las enzimas responsables, con la finalidad de producir los
hidroxiestirenos en cantidades mas alla de las obtenidas en el laboratorio, como es el
caso de {a patente obtenida para la descarboxilasa del acido ferilico [37]. Enla tabla
5 se muestran algunos de los mas importantes microorganismos de los cuales se ha
realizado el estudio de la caracterizacion, purificacién y en algunos casos de la
clonacién (expresién) de la enzima responsable de ia descarboxilacién de los 4cidos

p-hidroxicinimicos.

Acido empleados
Microorganismo | Cindmico | Cumirico | Cafeico | Ferlico Sindpico | Referencia
Bretanomyces anomalus | Negativo Positivo Pasitivo | Positivo Ncgativo [38]
Bacillus subtilis Negativo Positivo Positivo | Positivo o no [39]
Lactobacillus plantarum | Negativo Positivo Positivo | Positivo empleado {40,41]
Bacillus pumilis Negativo Positivo Negativo | Positivo [42]
Escherichia coli Negativo Positivo Positivo | Pasitivo [43]

Tabla 5: Microorganismos de los cuales se ha realizado |a caracterizacion o expresion de 1a enzima. Fuente:

Elaboraci6n propia

25



Pero los microorganismos que se mencionan en la tabla 5 no son los tinicos capaces de
realizar la descarboxilacién de los 4cidos p-hidroxicinimicos. Se ha reportado también que
los cultivos de células vegetales (CCV) son capaces de realizar la misma reaccion [44]. A

continuacién se mencionan los microorganismos capaces de realizar la descarboxilacion de
cada uno de los acidos hidroxicinimicos.

A. Acido cumirico.
COOH

—_—
Figura 23: Acido cumirico y ef 4-vinilfenol.

La descarboxilacién del dcido cumérico es realizada por los siguientes microorganismos,
Pseudomas, Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus megaterium, 33 cepas termofilas de
Baclillus sp, Curvularia lunata  Lactobacillus plantarum, Lactobacillus  brevis,
Bretanomyces anomalus, Klebsiella oxytoca, Saccharomyces buyanus, E. coli recombinate
y CCV. Los cuales tienen la capacidad realizar la descarboxilacién de mas de uno de los

acidos p-hidroxicindmicos.

COOH

A
—_
OH OH

Figura 24: Acido cafeico y el dihidroxiestireno obtenido de la descarboxilacién.

B. Acido cafeico.

Los microorganismos que son capaces de realizar la descarboxilacion del dcido cafeico

son los siguientes: Breyanomyces anomalus, Curvularia lunata, Bacillus subtilis, Bacillus
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megateruim, E. coli recombinante, Klebsiella oxytoca, A. niger, A. alliaceus, Penicilluim

notatun.

C. Acido ferdlico.-

Figura 25: Acide feralico y el 4-vinilguayacol

A continuacién se presentan los microorganismos que pueden llevar a cabo la
descarboxilacién del 4cido femilico. Pseudomonas, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharamyces buyanus, Rhodotorula sp, Acinetobacter calcoaceticus, Sporotrichum
thermaopile, Bacillus pumilus, 33 cepas terméfilas de Bacillus sp, Bacillus megateruim,
Bacillus  subtilis, Bacillus  coagulans, Cwrvularia lunata, Lactobaciilus brevis,
Laciobacillus plantarum, L. crispatus, L. fermentum, L. hilgardii, L. paracasei, L. pentosus,
E. coli recombinate, Bretanomyces anomalus, Klebsiella oxytoca, Fusarium, Aspergillus,

Hansenula y CCV.

D. Acida sinapico.

COOH
- /
R .
MeO Ohde MeQ OMe

Figura 26: Acido sindpica y se derivado descarboxilado.
Dado que este dcido ha sido muy poco estudiado no hay muchos reportes en os que se

mencionen nuevos biocatalizadores empleados para la descarboxilacion del 4cido sindpico

a su respectivo hidroxiestireno (4-hidroxi-5,3 dimetoxiestireno), pero mediante el empleo
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de Klebsiella oxytoca se ha logrado identificar una mfnima cantidad del hidroxiestireno
resultante de la descarboxilacién del 4cido sinpico.

E. Acido cindmico y p-metoxicindmico.
OOH COOH

S S

Figuras 27: 4cido cindmico y 4cido p-metoxicindmico y sus derivados descarboxilados,

OMe

Se sabe que Gnicamente S. cerevisiae es capaz de realizar la descarboxilacién de los
dcidos cindmico y p-metoxicindmico, al igual de otros 4cidos hidroxicindmicos que no
tienen libre el grupo hidroxilo de la posicidn 4.

USOS DE LOS HIDROXIESTIRENQOS

Los fenoles volatiles son un grupo de compuestos con una fuerte influencia en el sabor

del vino. Se ha encontrado que el 4-etilfenol y 4-etilguayacol tienen una gran aportacién en
el sabor de vinos rojos, mientras que 4-vinilfenol y 4-vinilguayacol la tienen en vinos
blancos [45]. Los fenoles derivados de los acidos p-hidroxicinimicos son sustratos para la
produccién de nuevos sabores y fragancias [37]. Ademas de contribuir al aroma natural en
vinos también lo hacen en otras bebidas fermentadas, asi como en algunos alimentos [46].

Estudios sensoriales muestran que la concentracién ideal de 4-vinil derivados en el vino
es de aproximadamente 2mg/mL y que concentraciones arriba de 4mg/mL afectan de forma
negativa la percepcion del aroma. En bebidas como el café 1as notas de olor proporcionadas
por el 4-vinilguayacol tienen importancia al resaltar el sabor condimentado de éste, pero
proporciona también notas de olor humeante que son notas clave para los componentes de
sabor del café, pero no participa directamente en el sabor del mismo [47]

Los usos que estos productos (hidroxiestirenos) puedan tener en los alimentos
fermentados y principalmente en bebidas es extenso, sin embargo, estos compuestos tienen

la inconveniencia de que cuando se encuentran presentes en altas concentraciones producen
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sabores indeseables (amargos), después de cierto tiempo de almacenamiento, como en el

caso del 4-vinilguayacol en el juge de naranja [48].

Pero, mas all4 de la aplicacién en los alimentos, los hidroxiestirenos obtenides mediante
la biotransformacién de los 4cidos p-hidroxicindmicos, pueden ser procesadas hasta obtener
diversos polimeros insolubles similares al poli estireno, pero con algunas propiedades
diferentes que pueden ser proporcionadas por los diferentes grupos -OH y ~-OMe que se
encuentran en ¢l anillo aromético. Lo que podrfa traer una nueva gama de polimeros
biodegradables “naturales” por el origen “natural” de los monémeros. En la figura 28, se
muestra un polimero derivado del 4cido ferulico, pero también se pueden obtener
polimeros de los hidroxiestirenos obtenidos de la descarboxilacién de los 4cidos p-

hidroxicindmicos mediante el empleo de la cepa bacteriana de Bacillus sp.

-1
H H ) 1
o, \C,Me
2 | .
MeO™ X 100 L e Y
OH o on -n o1l
46 n=0,12»3

Figura 28: Polimero derivado del écido ferdlico.

Por otro lado, se ha reportado la bioconversion para la formacién de epoxidos puros a
partir de un grupo de diversos compuestos derivados del estireno y empleando como
biocatalizado’r una cepa de E. coli recombinante, que contienen una enzima denominada
estireno-mooxigenasa, procedente de Pseudomonas fluorecens (ver la figura 29). La
producci6n de estos compuestos enantioméricos puros se debe al empleo que pueden tener
como auxiliares quirales y ligandos [49].

E.col

(PTAB1R)
_——
@\/

Figura 29: Formacidn de epéxidos enantiomericamente puros por la cepa de E. coli recombinante

Pero estos no son los Gnicos compuestos que se pueden obtener a partir del metabolismo
de los hixdroxiestirenos. Mediante el empleo de diversos microorganismos se pueden

obtener una diversa gama de productos, los cuales pueden ser de gran interés para la
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industria de los alimentos, farmacia y quimica. En la figura 3| se muestran algunos de los

productos que se pueden obtener mediante el empleo de diversas cepas microbianas en la
degradacién del estireno [50].

= o 0. _H O OH
ES“&”ED”ED
- || | —— ] | ———

Estireno oxido de eslirene  ferflacelaldehido  Acido fenilacetico
7 \ 2 / / 6 1,4,5
~ OH CO-SCoA
N o 2, DiOHfenitacelato
3, DiOHfenilacetalo
o OH
astireno ds-glicol 2 ieniletano fanilacesilCoA,
/
OH 7
— Intermediarics del ciclo de Krabs
OH
3 .vinilcatecol

Figura 30: Resumen de rutas de la degradacién del estireno. Los ndmeros se asccian con la ruta identificada

con el microorganismo. 1.P_putida CA-3; 2 Xanthobacter strain 124%; 3 Xanthobacter strain S5: 4. P

fuorecens ST;5. Pseudomonas sp strain Y2; 6. Corynebacterium strain ST-10; 7 Rhodococcus rhoduchrous
NCIMB13269.
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OBJETIVOS

General
* Realizar la biotransformacién de los 4cidos p-hidroxicinimicos mediante la cepa
bacteriana recientemente aislada y caracterizada como Bacillus sp con la finalidad

de obtener productos ftiles en las industrias quimica, farmacéutica y de alimentos.

Particulares
* Realizar un cribado partiendo de 12 cepas microbianas y seleccionar una de éstas
para realizar la bioconversién de acidos p-hidroxicindmicos.
* Caracterizar los productos mayoritarios de la biotransformacién de cada uno de los
dcidos empleados.

* Realizar la cinética de bioconversién de los 4cidos p-hidroxicindmicos.
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METODOLOGIA

Materiales y métodos

En esta parte sélo se mencionaran los equipos los equipos externos empleados
principalmente en la identificacién de los productos descarboxilados de los cidos p-
cumarico, cafefco, ferdlico y sindpico; mientras que los materiales ¥ equipos empleados
directamente en la investigacién se mencionaran en la descripcion de cada técnica

empleada en este trabajo.

¢ Espectrémetro de Masas (MS) Hewlett-Packard 5945 A, JMS-SX102A Jeol y
LMSAXS505.

» Espectrometro de RMN-"H Varian Germini.

Para la realizacién de este trabajo se dividi6 la metodologia en cinco partes. En la
primera se obtuvo la materia prima (4cidos p-hidroxicindmicos), en la segunda se realizé la
seleccion de la cepa bacteriana que seria empleada en la biotransformacién de los 4cidos,
en la tercera parte, se realizé la biotransformacién de los 4cidos. La cuarta parte constd de
la identificacion de los productos obtenidos mediante técnicas espectroscdpicas (IR, MS,
RMN H'") y Ia quinta y ultima parte const6 de la cinética de biotransformacion de los dcidos
p-hidroxicindmicos, como se muestra en el diagrama de la pagina 33.
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Biotransformacién de los dcidos p-hidroxicindmicos

Primera parte I

Segunda parte IT

Tercera parte ITI

Cuarta parte [V

Extraccién de 4cido fenilico a partir
de nejayote de maiz

4

Seleccidn de la cepa microbiana en
medio simple con 1% de 4cido
fertilicn

Yy

Crecimiento de la cepa seleccionada
en medio simple =24 horas, T=37°C,
150 rom.

¥

Biotransformacion de los Acidos
p-hidroxicindmicos

Diagrama de trabajo

Quinta parte V

Purificacién y ¢

uantificacién de
los productos.

Cinética de biotransformacion de
los 4cidos p-hidroxicinamicos

-

L

Identificacion de los
productos IR, MS, RMN-'H

A

Monitoreo de la
muestra cada hora

v

Centrifugacién del paguete celular, filtrado de la muestra a
inyectar. Inyeccion en el HPLC, fase: Agua/ Metanol / acido
acético (70:30:1), flujo 1ImL/min. C-18, Detector UV A=279 nm.

Figura 32. Diagrama general de la biotransformacion de los écidos p-hidroxicinimicos

con la cepa microbiana seleccionada.
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I. Sustratos

Adquisicién de los dcidos p-hidroxicindmicos

Los écidos p-hidroxicindmicos a biotransformar fueron todos, excepto el acido ferdlico
2adquiridos de la marca comercial Aldrich, calidad reactivo analftico. Todos ellos
predominantes en la forma trans en un 98%. Mientras que el 4cido fertlico fue extraido a
partir de nejayote de maiz.
Extraccién y purificacién de dcido ferdlico a partir de nejayote de mafz

La extraccién del é&cido feriilico se realizé a partit de 20L de nejayote de maiz
procedente de un molino de nixtamal a los cuales se les adicions HCI concentrado, hasta
tener un pH=4 (6mL de 4cido/L) y se agit6 con la finalidad de extraer el 4cido ferilico. Se
mantiene la agitacién y posteriormente se agrega carbon activado (6g/L) para recuperar el
dcido, y se continué con la agitacién durante 10 minutos maés. [.a mezcla de
carbon/nejayote fue sometida a centrifugacion durante 10min / 3000 rpm en una centrifuga
Beckman J12-MC. Posterionmente se realizs la separacion del dcido ferdlico a partir del
nejayote empleando acetato de etilo caliente, las fracciones de acetato de etilo se juntaron,
secaron con sulfato de sodio anhidro y se concentraron en un rotavapor Biichi waterbath B-
841, con una temperatura de bafio de 45°C y agitacion de 130 rpm.

La purificacion del 4cido fertlico se realizé6 mediante cristalizacion por par de

disolventes (agua /acetona).

II. Biocatalizador
Medios de cultivo empleados
El medio de cultivo empleado (“minimo™) para realizar el crecimiento de las células

microbianas para la biotransformacién ¥ la cinética (ver tabla 6), empledndose agar-papa-
dextrosa (PDA), solo para mantener la viabilidad de la cepa elegida.

Medio de cultivo minimo

Componentes Cantidad en gramos para 11. de medio tiquido
NH.CI 1
MgS0, 0.13
KH,PO, 3
Na,HPO, 6
Glucosa 5

Tabla 6: Medio “minimo” empleado en Ia biotransformacion de los 4cidos p-hidroxicindmicos.
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NOTA: El medio de cultivo empleado en la seleccién de Ia cepa para la biotransformacion
es esencialmente el mismo que el de la tabla 6, con la diferencia de que la seleccién se
realiz en medio “minimo solido” (contenia 1.5% de agar para selidificar el medio de
cultivo) y una cantidad del 1% de acido ferulico.

Seleccitn de cepa bacteriana para la biotransformacién

Se tuvo una serie de 12 cepas microbianas puras, las cuales podian ser potencialmente
empleadas para la biotransformacién de los 4cidos p-hidroxicinamicos, pero para ello, fue
necesario sembrarlas primero en medio sélido minimo (Ver tabla 6) el cual contenfa un 1%
de A4cido ferilico. De esta seleccion, se obtuvieron tres cepas microbianas capaces de
desarrollarse en el medic empleado, siendo estas dos cepas de bacterias y una levadura.

Se eligié una bacteria del genero Bacillus para realizar la biotransformacién de los
acidos empleados, dado que presentd una mayor rapidez en realizar la biotransformacién
del dcido feriilico sobre la otra bacteria y la levadura.

La prueba de biotransformacion se realiz6 en matraces de 250 mlL Erlen-meyer uno por
cada microorganismo y se tomaron cromatoplacas (CCF y se emplearon cromatdfolios

Alugramasil-UV254) a diferentes tiempos durante 24 horas de incubacién con el dcido.

III. Biotransformacién

Crecimiento del microorganismo

El micrcorganismo se mantuvo siempre conservado en el congelador en una solucidn de
agua y glicérol (50:50) para mantener su viabilidad. Se sembré 24 horas antes de la
bioconversion en medio minimo, colocdndose una asada en un matraz con 5¢ mL de medio
previamente esterilizado. Se incub6 a 37°C y 150 rpm, durante 24 horas en una incubadora
de agitacién orbital. Esta operacién se realizd por triplicado en cada uno de los 4cidos
empleados.
Biotransformacién de los 4cidos p-hidroxicinimicos

Pasadas las 24 horas de incubacion se procedié a agregar el 4cido p-hidroxicindmico a
biotransformar (50 mg), teniendo una concentracién final en el medio de cultivo de
Img/mL. Todo el procedimiento se realizé en la campana de flyjo laminar para evitar

contaminacién por otros microorganismos.
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Verificacién de la transformacién de los dcidos mediante Cromatografia en Capa
Fina

La verificacién de la biotransformacién de los 4cidos se realizé mediante CCF, en la
cual se muestran tanto al estindar del 4cido como al producto obtenido de la
biotransformacién, después de 24 horas de incubacién. Realizando primero la separacién
del paquete celular mediante una microcentrifuga y posteriormente realizando una
extraccion a partir del sobrenadante con acetato de etilo. La mezcla eluyente empleada fue

de hexano:acetato de etilo 7:3.

IV. Purificacién, identificacion Y caracterizacién de los productes

Biotransformacién de 4cides p-hidroxicinimicos para la caracterizacién de los
productos

Para la caracterizacién de los productos resultados de la bioconversion de los 4cidos p-
hidroxicindmicos fue necesario obtener una cantidad minima necesaria de dichos derivados.
Para ello se realizd la bioconversion de 2g de cada uno de los 4cidos transformados (p-
cumdrico, cafeico, ferilico y sindpico) por la cepa de Bacillus sp. La metodologia se
desarrolié de la siguiente forma: se colocaron 8 matraces de S00mL con un volumen de
250mL de medio de cultivo “simple” en los cuales, después de la esterilizacién se crecid la
cepa bacteriana colocandose los matraces en incubacién (24 horas, 150rpm y 37°C), pasado
este tiempo, se agregaron 250 mg del 4cido a biotransformar en cada uno de los matraces.
Este procedimiento se realizé con cada uno de estos 4cidos.
Extraccién y purificacién de los productos de la biotransformacién

Una vez transcurrido el tiempo de la biotransformacién (24 horas para los 4cidos p-
cumdrico, ferdlico y 48h para los 4cidos cafeico y sindpico), se procedié a separar las
células mediante centrifugacién (12000 rpm /l0min. a una temperatura de 4°C),
inmediatamente se junté el sobrenadante (2L) y se procedis a extraer el producto mediante
fracciones de acetato de etilo en embudos de separacion (a razon de 3x150 mL de acetato
de etilo por litro de medio libre de células). Se juntaron, secaron y concentraron las
fracciones de acetato de etilo mediante el empleo de un rotavapor. El extracto crudo se pesd
para conocer el rendimiento de la bioconversidn. Posteriormente se procedio a purificar el

producto obtenido mediante una columna cromatogrifica de gel de silice.
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A continuacién se describe el proceso de purificacién mediante una columna
cromatogrifica: al extracto obtenido se le agregé celita industrial en metanol, y
posteriormente se evapord totalmente el solvente en un rotavapor hasta obtener un fino
polvo. Por otro lado, a la columna se le agregé silica gel a razén de 20 partes de silica por
una del sustrato, en una mezcla eluyente de hexano-acetato de etilo {70:30) y se empaca la
columma. Una vez lista la columna se agrega la celita con el producto adsorbido, las
fracciones se colectaron en matraces de 250 ml, {50 mL) por fracci6n. Las fracciones
fueron monitoreadas mediante CCF y se juntaron las que contenian el producto de la
biotransformacién. Este mismo procedimiento se realizé con cada uno de los icidos que
fueron biotransformados.

Cuantificacion quimica de los productos de la biotransformacién

La cuantificacion quimica de los productos obtenidos se realizé mediante la

cuantificacién del crudo recuperado (el residuo obtenido de la extraccidn con acetato de

etilo) de la biotransformacién de los 2 g de cada uno de los 4cidos.

V. Cinéticas de biotransformacién

Preparacién de las curvas de calibracién

Se realiz6 una curva de calibracién para cada uno de los hidroxiestirenos obtenidos de la
reaccién de biotransformacidn a la que fueron sometidos los acidos p-hidroxicinimicos con
las condiciones antes mencionadas. Se Manejaron cuatro concentraciones para cada una de
las curvas, irfyectdndose en el HPLC cada concentracin por triplicado.
Cinética de biotransformacién de los dcidos p-hidroxicindmicos

La cinética de biotransformacién de los acidos p-hidroxicindmicos se realizd con la
finalidad de obtener el tiempo en el cual son descarboxilados totalmente los dcidos por la
cepa bacteriana de Bacillus sp, y se realizé de la manera que se describe a continuacién: se
crecieron las células en el medio de cultivo empleado, durante 24 horas bajo con las
condiciones mencionadas anteriormente (37°C, 150rpm), transcurrido este tiempo, se
agregé el dcido a biotransformar y se tomo nota de la hora. A la primera hora de haber
agregado el 4cido, se tomé la primera muestra (2mL) con una micropipeta y se colocaron
en dos tubos eppendorft (ImL para c/u), teniendo un total de 6 mL (la biotransformacién se
realiz$ por triplicado), inmediatamente después se centrifugaron y se separé el paquete
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celular del medio liquido, el cual fue colocado en viales tapados y colocados en
refrigeracién hasta el momento de su inyeccién en el HPLC. Se tomaron muestras
continuas de | a 8 horas, la muestra siguiente se tomé a las 24 horas 0 més tiempo segin se
observe el 4cido sin biotransformar en los cromatogramas del HPLC. Este procedimiento se
realizé para cada uno de los #cidos que fueron transformados por la cepa de Bacillus sp.

Muestreo, preparacion e inyeccién de las muestras de la cinética de biotransformacién

En cada tiempo de monitoreo de la cinética, se tomaron 2mL del medio de cultivo de
cada matraz, a los cuales se les eliminaron las células mediante centrifugacion, al medio
libre de células se filtrd a través de un filtro Millipore de 0.2um; mediante un jeringa de
insulina se tomé 0.2mL del filtrado e inmediatamente se inyectd y registr6 en el HPLC.
Cuantificacién de los prodwetos empleando el HPLC (cromatégrafo de liquides de alta
resolucion)

La identificacidn y cuantificacitn se realizé mediante el empleo del HPLC, de doble
bomba de la marca Watters 1525, y se empled una columna C-18 (3.9 X 300mm) de la
misma marca, un detector de doble luz UV Watters 2487, que operd a una longitud de onda
de 279 nm. La fase movil utilizada fue una mezcla de Agua:Metanol:Acido acético glacial
(70:30:1), el agua y el metanol grado HPLC. El agua fue acidificada y posteriormente
filtrada en un sistema Millipore con una membrana de 0.45 u de acetato de celulosa. La
fase movil se desgasifico en un sonicador Brasonic Ultrasonic Cleaners modelo 220,
durante 20 minutos. El flujo empleado fue de | mL/min., el volumen de la muestra
inyectada fue de 20 pL. La columna fue calentada a una temperatura de 45°C y se manej
una presion méxima en el cromatdgrafo de 26000psi. Al terminé de las inyecciones la
columna fue lavada con la misma fase eluyente.

Calculo de [a concentracion

Pars poder calcular la concentracién de los productos obtenidos, se identificaron los
tiempos de retencién de cada producto, su respectiva drea y la absorbancia lefda para una de
las inyecciones de las curvas patron, posteriormente con los datos de 4rea-concentracidn se
procedié a realizar la curva correspondiente, la cual seria empleada mis tarde para calcular
la concentracion de los hidroxiestirenos a cada tiempo de muestreo y calcular también la

concentracion final total del producto.
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Extraccién de dcido fertlico

La extraccidn del 4cido fenilico se realizé dos veces a partir de las aguas de
nixtamalizacion de! mafz. En dichas ocasiones se partié de una cantidad de 2L, cuando se
realizd la extraccién a partir de 2L de neyajote estos se obtuvieron a partir de 2kg de maiz
blanco, y 20L de nejayote para cada una de dichas extracciones. Los resultados se presentan
en la tabla 7.

Cantidad de nejayote | Cantidad de dcido ferdlico extraido (g/L)
2L 2.12
20L 2.13

Tabla 7: Recuperacion de dcido ferilico a partir de nejayote de maiz.

Seleccién de la cepa bacteriana para la biotransformacién

Para realizar la seleccion de la cepa se partié de 12 de microorganismos previamente
aislados (a partir de mucilago de café). La seleccion se realizé sembrando las cepas en un
medio de cultivo “minimo” con 4cido fertlico al 1% (tabla 6), en cajas petri, las cuales se
incubaron durante 24 horas a 35-37°C.

Se obtuvieron tres cepas (dos bacterias y una levadura) capaces de crecer en medio
minimo con 4cido ferdlico, dado que el resto de las restantes cepas microbianas no
presentaron desarrollo aiguno en las cajas petri de medio “minimo” con 4cide fertlico. De
las tres cepas que desarrollaron en este medio sélo se selecciond una sola para realizar la
biotransform;cién de los 4cidos p-hidroxicinAmicos. Debido a que se deberia trabajar con
una sola cepa microbiana en la biotransformacion de los acidos p-hidroxicinamicos, fue
necesario realizar una prueba de transformacion empleando como sustrato modelo al 4cido
fertlico. La prueba se realizé en matraces de 250mL con 50mL de medio uno por cada
cepa, se creci6 la cepa en incubacidn durante (24 h, 150rpm, 37°C), pasado este paso, se
adiciond a cada uno de los matraces 50mg de acido fertlico, la prueba se dio por terminada
24h después de haber agregado el 4cido al medio de cultivo. Al término de la prueba se
realizé el muestreo mediante CCF para verificar la bioconversién del 4cido ferillico. Con
el resultado de la CCF se selecciond una bacteriana la cual serfa posteriormente
identificada como Bacillus sp. Los critetios de discriminacién empleados en la seleccion

de esta cepa fueron principalmente: el tiempo que emplearon en la biotransformacién del
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4cido ferilico, el segundo, la cantidad y variedad de subproductos que se obtenian de un
mismo sustrato y el tercero, que el producto principal de la transformacién no fuera
posteriormente metabolizado.

La cepa seleccionada tuvo la caracteristica de realizar una répida descarboxilacién del
dcido ferllico, proporcionando un producto principal y en un alto rendimiento mayor del
90%. Esta cepa tiene ademas de realizar la biotransformacidn la ventaja de no continuar

con la transformacion del producto abtenido.

Biotransformacién y de los dcidos p-hidroxicindmicos

Los 4cidos p-hidroxicindmicos que fueron sometidos a biotransformacién mediante la
cepa bacteriana de Bacillus sp fueron, el p-metoxicinimico, cumdrico, cafeico, ferdlico,
sindpico, clorogénico y se incluyé el mismo 4cido cinamico, de los cuales sélo cuatro de
ellos dieron reaccién de transformacién positiva.

El diagrama gencral de la reaccién de descarboxilacién para los 4cidos cumdrico,
cafefco, ferilico y sindpico, se presenta a continuacién (figura 33).

OCH
= =

Bacillus sp

incubacién
R3 R1 R3 R1

R2 R2
R1=R3=H, R2=0H; 4cido cumarico
R1=0H=R2, R3=H; &cido cafeico
R1=0CH3, R2=0H, R3=H; 4cido fertlico
R1=0CH3=R3, R2=0H; &cido sinépico

Figura 33: Diagrama general de la descarboxilacidn realizada por Baciilus sp

Los dcidos p-hidroxicindmicos que no fueron descarboxilados por la cepa bacteriana de

Bacillus sp, fueron el cindmico, p-metoxicindmico y el clorogénico.

Cuantificacién quimica del crudo recuperado en cada biotransformacién
En la tabla 8, se resumen las condiciones de tiempo y concentracién de los dcidos p-
hidroxicindmicos, que fueron manejadas para la obtencién de la cantidad minima necesaria

de los hidroxiestirenos para su posterior caracterizacién mediante estudios de
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espectroscopia (MS, RMNH'). También se presentan los resuitados de la recuperacion del
crudo de reaccién at finalizar la biotransformacién. Con base en estos resultados se
procedié a realizar la cuantificacién quimica de los productos obtenidos de la
descarboxilacién.

Acido empleado| Tiempo de | (g) tebricos a Producto
2g) incubacién | obtener del | biotransformacitn
producto recuperado (%)
Cumirico 24 horas 147 95.68
Cafeico 48 horas 1.14 26.90
Feralico 24 horas 1.54 71.00
Sindpico 48 horas 1.60 63.50

Tabla 8: Rendimiento final de la cuantificacién quimica obtenido a partir del crudo de reaccidn recuperado.

Con base en los resultados de la primera prueba de biotransformacién de los &cidos
cafeico y sindpico, se eligieron tiempos de incubacién de 48h para ambos 4cidos, esto
debido a que se verificé mediante CCF que a las 24h de incubacién aiin no se llevaba a
cabo una buena bioconversion. Dado que los rendimientos presentados en la tabla 8 no son
los reales (en cuanto a concentracion real del hidroxiestireno). Debido a que sdlo se realizd
una cuantificacién del crudo y ne del producto purificado fue necesario realizar la cinética
de la reaccion de descarboxilacion para cada une de los 4cidos transformados para conocer

la concentracion real de los hidroxiestirenos.

Cinéticas de las biotransformaciones vy cuantificacién de los productos mediante el
empleo del HPLC

Con la finalidad de conocer el tiempo al cual ¥a no hay mas produccién de los
hidroxiestirenos y la concentraci6n final total de los productos obtenidos, se realizé la
cinética de biotransformacion para cada uno de los 4cidos que fueron descarboxilados por
la cepa bacteriana de Bacilius sp.

La tabla 9, muestra los resultados obtenidos de la cinética de biotransformacién de los
acidos cumdrico, cafeico, fertlico y sindpico los tiempos a los cuales se tiene el mayor
rendimiento de los productos descarboxilados, ¢l calculo teérico del rendimiento a obtener,
y la concentracion final obtenida por ciento (%) y en miligramos de cada uno de los

hidroxiestirenos. Las concentraciones finales fueron calculadas mediante la ayuda del
HPLC.
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b - " L S T N
Acido mga Tiempo de | mg tedricosa| mgreales | Rendinnento
biotransformar | incubacién | obtener del (HPLC) %
producto
Cunérico 53.5 627 homs 3914 38.88 9931
Cafeico 523 35236 honas 39.62 3685 93.00
Fenilico 513 8 49 horas 40,078 39.65 98.93
Sintipico 504 72 horas 40.5 1121 27.68

Tabla 9: Resultados dc Ia cinética de biotransformacion 0¢ 103 bcidos p-hidroxicikimicos, THmpo micms &
honmfomlﬂdnyamthdpudncﬂaddhdmmﬁrmomoﬂnduplncldlmkhsm
En la figura 34 se muestran los grificos obtenidos de las cinéticas de los icidos p-
cumarico, cafeico, ferilico y sindpico. Los puntos de cada grafico representan ia
concentracién en miligramos (mg) del producto obtenido de la biotransformacion
ﬂlidmxiesﬁreno)acadatiempodemuesu'eo,paracadaunodelosécidosp-
hidroxicinamicos que fueron biotransformados por la cepa bacteriana de Bacillus sp.

Cinéticas de Biotransformacion de los icidos p-
hidroxicindmicos
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Figura 34: Cipéticas de biotrmnsformacién de los dcidos p-hidroxicindmricos.
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La cuantificacion de los hidroxiestirenos, se realizé a partir de las curvas patrén
previamente preparadas (Ver las curvas en el anexol, figuras: 37, 38, 39 y 40). La cantidad
del producto en cada tiempo de muestreo ¥ la concentracion final total, se calculé mediante
la extrapolacién de los datos obtenidos en cada una de las inyecciones de la cinética, con
los datos de las curvas ajustadas mediante regresion lineal, en las cuales se grafico, la
concentracion de los estdndares contra absorbancia medida por el HPLC,

Resultados obtenides de la Espectrometria de masas y de Resonancia Magnética
Nuclear de Hidrégeno

En la tabla 10, se muestran los dafos de la espectrometria de Masas (MS) de los
hidroxiestirenos obtenidos de la descarboxilacién.

Hidroxiestirenos EM (M) UMA
4-hidroxiestireno 120
3, 4dihidroxiestireno 136
4,hidoxi-3-metoxiestireno 150
4-hidroxi-3,5-dimetoxiestireno 180

Tabla 10: Datos de ion molecular obtenidos de los espectros de masas de los productos.

Los espectros de RMN (H") correspondientes a los hidroxiestirenos se presentan en el
anexo 2, los cuales concuerdan con los descritos en la literatura. A manera de ejemplo se

comparan los del 4-vinilguayacol obtenido en este estudio, con el publicado por Karmakar
¥y colaboradores, 2000 [51].
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Figom 35; Espectro de RMN 'H reportado por Karmakar y colaboradores, 2000 [52].
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DISCUSION DE RESULTADOS

Extraccién de dcido ferilico
En la extraccién del 4cido feriilico a partir del nejayote de maiz, se obtuvo un buen

rendimiento, aunque menor (2.1%) al reportado por Saulnier et. al. {52] Donde mencionan
que en ¢l salvado de maiz este dcido puede alcanzar una concentracién aproximada de 3%
p/p., esto debido a que en la publicacién anterior realizaron la extraccién con la ayuda de
extractos enzimaticos, lo que no se realizé en este trabajo. Sin embargo, el método de
extraccion empleado en este trabajo (hidrélisis alcalina) resulta ser bueno. Debido a que en
la extraccion realizada en el laboratorio se partié de una cantidad de 2kg de mafz y de esta
cantidad se realiz6 la nixtamalizacion y separacion del nejayote (2L), del cual
posteriormente se realizaria extraccién del 4cido feralico; el rendimiento de extraccién
(2.12g/L), partiendo de los 2L, es practicamente el mismo rendimiento (2.13) que se
obtiene en la extraccién partiendo de los 20L de nejayote obtenido de una tortilleria.
Seleccifn de la cepa bacteriana para la biotransformacién

La éeleccién del microorganismo adecuado se realizé después de crecer las 12 cepas en
medio minimo con 1% de acido ferilico. De este primer paso se obtuvieron tres cepas
capaces de crecer en medio con 4cido fertlico (dos bacterias ¥ una levadura). Fue entonces
necesario realizar una ultima prueba de bioconversion, para seleccionar la cepa que
finalmente serfa empleada en la cindtica y biotransformacion de los 4cidos p-
hidroxicindmicos.

Con base en criterids previamente definidos (ver Pag. 45-46), para realizar la seieccion
de la cepa que finalmente se emplearia en la transformacién de dichos icidos. Se logré
elegir una cepa bacteriana la cual cumplié con dichos juicios. Esta bacteria, realizé la
biotransformacién del acido ferilico en menos de 24 horas, mientras que la segunda
bacteria y la levadura sélo pudieron hacer la biotransformacién de la misma cantidad de
4cido ferdlico después de 48 y 72 horas respectivamente.

Biotransformacién de los #cidos p-hidroxicingmicos

Se realizé la biotransformacion de los 4cidos p-hidroxicinimicos (p-metoxicindmico,
cumarico, cafeico, ferilico, sindpico, clorogénico), e inclusive el 4cido cinimico, mediante
el empleo de la cepa de B_acil!us sp, como resultado se obtuvieron los derivados

descarboxilados, excepto los productos de los acidos cinimico, p-metoxicindmico y
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clorogénico. El tiempo empleado en fa reaccion, y la cantidad maxima del hidroxiestireno
obtenido se calculo mediante el cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién (HPLC).

Se ha reportado que la descarboxilacién del 4cido cumérico fue realizada por los
microorganismos, Pseudomonas, Acinetobacter calcoaceticus, 33 cepas terméfilas de
Bacillus sp, Curvularia lunata, Lactobacillus brevis, Bretanomyces anomalus, Klebsiella
oxytoca, Saccharomyces buyanus, E coli recombinate y CCV. Los cuales tienen la
capacidad de realizar la descarboxilacién de més de uno de los dcidos p-hidroxicindmicos.
En trabajos similares a lo reportado en esta tesis, se mencionan varias cepas de a L
plantarum, una de las cuales (L. plantarum LPNCB) realiza la descarboxilacion a una
concentracion de 1.2 mM de 4cido cumarico en 2.5 hrs. de incubacién [42]. En otro reporte
otra cepa de L. plantarum realizé la descarboxilacion del dcido cumdrico (concentracion de
100ug/mL) proporcionando un rendimiento que varfa entre los 35 ¥ 95 ug/mL, en un
tiempo de incubacion de 24 hrs. En este mismo trabajo se reportan una variedad de cepas
de bacteria lacticas las cuales reatizan la descarboxilacion del mismo 4cido pero emplean
tiempos de hasta 80 horas de incubacion para obtener un méximo del producto
descarboxilado [49). Por otro lado, Bacillus megaterium, realizé la descarboxilacién de
una concentracién de 0.8mg/mlL de dcido cumdrico en un tiempo de 6 horas, suministrando
un rendimiento del 100% de la reaccion de descarboxilacién [53]-

Los microorganismos que se han reportado y que tienen la capacidad de realizar la
descarboxilacién del 4cido cafeico son: Bretanomyces anomalus Curvularia lunata,
Bacillus subfilis, Bacillus megaterium, £ coli recombinante, Klebsiella oxyfoca, A. niger,
A.alliaceus, Penicilluim notatun. En el caso del cido cafeico no se ha encontrado reportado
condiciones de concentracién del acido y el tiempo de descarboxilacion.

De todos los dcidos p-hidroxicindmicos, el 4cido ferilico es el que mas se ha empleado
en reacciones de biotransformacién. Los microorganismos que se han reportado tienen la
capacidad de realizar la descarboxilacién del 4cido ferdlico son: Pseudomonas,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharamyces buyanus, Rhodotorula sp, Acinetobacter
calcoaceticus ,Sporotrichum thermopile, Bacillus pumilus, 33 cepas terméfilas de Bacillus
sp, Bacillus megateruim, Bacillus subtilis, Bacillus coagulans, Curvularia lunata,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, L.crispatus, L. fermentum, L. hilgardii, L.

paracasei, L. pentosus, E. coli recombinate, Bretanomyces anomalus, Klebsiella oxytoca,
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Fusarium, Aspergillus, Hansenulay CCV. De las publicaciones mas importantes acerca de
la descarboxilacion del 4cido ferulico se tieme el realizado por In-Young Lee y
colaboradores [29], que reportaron la descarboxilacién del 4cido ferilico en un sistema
bifasico, donde comenzaron con una concentracién inicial de 0.5g/L del 4cido fertlico y
obtuvieron al termino de la descarboxilacién comcentraciones superiores a 2g/I. del 4-
vinilguayacol, esto debido a la ventaja que ofrece la doble fase. El microorganismo
empleado en esta descarboxilacion fue Bacillus pumilus. Otra cepa empleada en la
descarboxilacidn del 4acido fertlico es Bacillus coagulans [51], el cual realiza la
biotransformacién del ferilico a 4-vinilguayacol en un tiempo méximo de 7 horas de
incubacién manejando una concentracion de 0.1% de acido fertlico.

El &cido sindpico ha sido muy poco estudiado y no hay reportes en los que se mencionen
nuevos biocatalizadores empleados para la descarboxilacién de este 4cido a su respectivo
hidroxiestireno (4-hidroxi-5,3 dimetoxiestireno). Sinembargo, se ha logrado identificar una
minima cantidad (trazas) del hidroxiestireno resultante de la descarboxilacién de diche
dcido mediante el empleo de Klebsiella oxytoca come biocatalizador [54].

De las publicaciones encontradas hasta la fecha las condiciones manejadas para la
descarboxilacion de estos Acidos son similares, pero lo més importante para la comparacién
con la cepa de Barillus sp, es la concentracién de estos acidos. La mayoria de los reportes
utilizan concentraciones de 1.2 a 2mM, que son menores a la concentracién manejada en
este trabajo de tesis la cual fue de 6.1 mM. Acerca de la biotransformacién mediante la
cepa de Bacillus sp, este microorganismo posee algunas ventaja sobre todos los antes
mencionados. Primero, tiene la capacidad de realizar la descarboxilacion de 4 acidos
importantes que son el cumdrico, cafeico, ferulico y sindpico, v esto no ha sido reportado
hasta la fecha. Segundo este microorganismo no realiza una réapida transformacién del
producto descarboxilado y tercero, en la reaccion de transformacidn no hay produccién de
subproductos, como es el caso de muchos microorganismos, que al realizar la
bioconversién de cualquiera de los 4cidos también producen una serie de compuestos, lo
que hace que se obtenga un menor rendimiento de un producto en especifico.
Cuantificacién quimica del crudo recuperado em cada blotransformacién

Los resultados de la cuantificacién quimica de la de descarboxilacién fueron muy

variados. Se recupero desde el 26% hasta el 95%, esto puede ser debido a las diferencias en
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solubilidad en agua que presentan dichos compuestos, lo que hace que un 4cido tenga una
mayor disponibilidad en el medio acuoso que otro. Es probable que como el 4cido sindpico
s menos polar que los otros 4cidos, éste se quede por mis tiempo dentro de la célula y por
ello se recupero una mucho menor cantidad de crudo de reaccién. La cuantificacidn
quimica de la transformacién se Ilevo acabo mediante la estimacion del crudo obtenido
después de la extraccién con acetato de etilo. Los rendimientos presentados en la seccién de
resultados tabla 8 (P4g. 48) no nos indican fa concentracién exacta de los hidroxiestirenos,
debido a que en este paso se cuantificaron los crudos y nos los productos de interés
(hidroxiestirenos comoa tal), ello implicé que se realizara la cinética para conocer la
concentracion final total al tiempo maximo de incubacién.

Cinéticas de las biotransformaciones y cuantificacion de los productos mediante el
empleo del HPLC

Este reporte de tesis esta dirigido hacia la cinética de biotransformacién de los 4cidos
cumdrico, cafeico, ferilico y sindpico, que al ser incubados en condiciones controladas
(temperatura, pH, agitacién) con la cepa de Bacillus sp, los productos obtenidas de Ia
reaccion de bioconversion fueron los derivados descarboxilades de cada uno de estos
acidos.

El dcido p-cumarico fue el que requirié un menor tiempo de incubacion (en un medio de
cultivo con un crecimiento bacteriano de 24 hrs. de incubacién en medio simple sin acido
alguno, ver tabla 8) v del cual se obtuvo la mayor concentracion del hidroxiestireno. El
acido ferilico fue el segundo dcido més ripido en ser transformado. Para estos dos dcidos el
tiempo requerido para ser descarboxilado fue de 7 y 9 horas respectivamente obteniéndose
en ambos casos, cencentraciones de los hidroxiestirenos superiores al 95%. Para el acido
cafeico el tiempo requerido fue de 36 horas de incubacion proporcionando una
conceniracion del hidroxiestireno del 93%. Mientras que el 4cido sindpico no fue
descarboxilado en su totalidad, sin embargo, sf se obtuvo un buen rendimiento (27 %), en
comparacién con lo publicado por Hashidoko y Tahara, 1998 [54], donde reportaron haber
encentrado trazas de dicho producto. .

Por ofro lado, si se han reportado trabajos en los cuales se realizé un estudio cinético de
la’ descarboxilacion de algunos Acidos p-hidroxicinAmicos, como el presentado por

Donaghy v colaboradores, 1999 [48], en el cual reportaron una cinética de
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biotransformacién del 4cido fertlico mediante el empleo de una levadura (Candida
lambica) obtenida de una muestra de jugo de manzana que no fue pastewrizado. La
biotransformacion ocurrié en un buffer de pH 6 y con una cinética de hasta 50 horas de
incubacién. Se empleé una concentracién de 2 mg/mL de dcido ferdlico (disuelto en
agua:metanol), la incubacién se llevé a cabo a 27°C con agitacién y se tomaron muestras
cada 2 horas, obteniéndoese un méximo de 310pug/mL después de 40 horas de incubacion.
En nuestra caso, no se utilizo buffer alguno en la reaccidn de descarboxilacion mediada por
la cepa de Bacillus sp., y se empleo tinicamente una concentracién de 1mg/ml. de dcido
ferilico, pero el tiempo de la maxima produccion del producto descarboxilado es mucho
menor (alrededor de 9 horas de incubacién), que el reportado por Donaghy y
colaboradores, 2000 [48), lo cual indica que la cepa bacteriana de Bacillus sp., aislada en el
laboratorio de trabajo, tiene una mejor capacidad de realizar la descarboxilacién que la
levadura Candida lambica, dado que en el tiempo que ellos reportaron es mds de 4 veces
superior al reportado en este trabajo, atin cuando la concentracién del 4cido empleada es det
doble, lo que hace a la cepa de Bacillus sp., mas eficiente para la descarboxilacién del 4cido
ferdlico y esta misma cepa tiene la capacidad de realizar la descarboxilacion de tres acidos
p-hidroxicindmicos mas (cumérico, cafeico y sindpico), mientras que para la levadura no se
reporta reaccidn de descarboxilacidn sobre otro de los dcidos p-hidroxicindmicos .

Ha sido reportada también, una cepa bacteriana de Bacillus coagulans, (Karmakar y
colaboradores, 2000 [S1]), la cual realizo la descarboxilacion de! acido ferilico en 7 horas
de incubacidn, pero en este reporte se utilizé una concentracién de 0.1% (10 veces menos
que la empleada en éste trabajo de tesis) de 4cido ferdlico en el medio de cultivo, usaron
también un buffer de pH 7 (Tris-HCI), mientras que para éste trabajo se manipuld una
concentracion de 1% de 4cido ferdlico (en general de todos los acidos empieados,) y como
se menciond antes en nuestro trabajo no se empled buffer alguno.

Un trabajo mas que presenta un estudio cinético de la biotransformacién dcidos p-
hidroxicindmicos (ferilico ¥y cumdrico), es el reportado por Van Beek y Priest, 2000 [55],
donde presentan vari;)s grificos de la reaccién de descarboxilacion realizada por mezclas de
microorganismos (ya sea levaduras o bacterias lacticas) y los tiempos de biotransformaci6n
son muy altos (los cuales fluctian alrededor de las 75 horas de incubacién) comparados con

los tiempos obtenidos para estos mismos acidos en este trabajo.
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DISCUSION

Sin embargo, en su mayoria los trabajos reportados sobre descarboxilacion de acidos P
hidroxicindmicos no presentan cindticas de bioconversién de dichos 4cidos. Muchos
trabajos de este tipo tienen un enfoque dado hacia la actividad enzimatica o la
caracterizacidn de la enzima responsable de realizar dicha reaccion més que a la cinética de
biotransformacién de dichos #cidos, como el trabajo realizado por Barthelmebs y
colaboradores 2000 [41], Degrassi y colaboradores 1995 (42], en donde se enfocan mucho
mas hacia la actividad enzimitica, ain cuando realizan un monitoreo a diferentes tiempos
de la incubacién de los 4cidos cumdrico y fervilico en presencia de los microorganismos
empleados. En algunos reportes como el presentado por Torres y Rosaza 2001 [53], sélo
mencionan el tiempo de incubacién al que se colocaron las muestras de los acidos y los
microorganismos responsables,

Resultados de la Espectrometria de Masas y de la Resonancia Magnética Nuclear de
Hidrégeno.

Los datos obtenidos de la espectrometria de masas para cada uno de los hidroxiestirenos
corresponden; propiamente el i6n molecular corresponde con el peso molecular de cada una
de las moléculas (hidroxiestirenos) identificadas.

Por otro lado, los datos de RMNH! para el 4-vinilguayacol corresponden los datos
reportados por Karmakar y colaboradores, 2000 [51]. Mientras, que la identificacion de los
hidroxiestirenos derivados del acido cumdrico, cafeico, y sindpico coinciden con los datos

reportados por Yasuyuki y Satoshi, 1998 [54].
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CONCLUSIONE

CONCLUSIONES

v

v

Se realizo de manera exitosa y con buen rendimiento la extraccién del 4cido ferdlico
a partir del nejayote de maiz.

Fue seleccionada una cepa bacteriana a partir de doce cepas posibles e identificada
posteriormente como Bacillus sp, capaz de realizar la descarboxilacién de cuatro
dcidos p-hidroxicinimicos (p-cumdérico, cafeico, ferilico, sindpico).

La cepa de Bacillus sp sélo requiere de condiciones simples de desarrollo e
incubacién (medio “simple”, 37°C, 150 tpm) para que realice la descarboxilacién
de los 4cidos p-hidroxicinamicos.

Se obtuvo una rapida y eficiente biotransformacién de los #cidos p-cumdrico,
cafeico y ferilico, realizada por la cepa bacteriana de Bacillus Sp.

Para el caso del 4cido sinépico se obtuve un rendimiento en la descarboxilacién del
27%, que es muy favorable, dado que en reportes anteriores se han obtenido
unicamente trazas del producto descarboxilado.

Fueron identificados mediante técnicas de espectrometria los productos obtenidos
en la biotransformacién de cada uno de los 4cidos hidroxicinamicos, siendo estos
los derivados descarboxilados de cada 4cido correspondiente.

Se realizé la cinética de biotransformacién para cada 4cido descarboxilado, con la
finalidad de conocer el tiempo al cual se obtienen la mayor produccién de los
hidroxiestirenos de los dcidos p-cumdrico, cafefco y fertilico. En el caso del dcido
sindpico se observo que después de 72 horas de incubacién ya no es producida una

mayor cantidad del hidroxiestirena,

51



RECOMENDACIONFS,

RECOMENDACIONES

v Se sugiere se realice la biotransformacién de otros &cidos hidroxicindmicos
diferentes a los empleados en este trabajo, para tener un reporte més completo de la
capacidad del microorganismo para realizar la descarboxilacién de estos écidos.

¥ Se recomienda evaluar los diferentes parimetros que intervienen en la
biotransformacion del 4cido sinapico, como son la concentracién de 4cido en el
medio de cultivo, manejar diferentes temperaturas y velocidades de agitacién,
tiempo de incubacién, asf{ como también la posibilidad de realizar una
biotransformacion en doble fase para obtener un rendimiento mayor del
hidroxiestireno de este 4cido.

v' La cepa de Bacillus sp tiene la capacidad de realizar la biotransformaci6n de una
concentracién mayor 2 50 mg/mL de los 4cidos p-cumérico y ferilico. Por ello, se
sugiere encontrar la concentracién adecuada para una mayor produccién de los
hidroxiestirenos comrespondientes.

v’ Para una produccidn en mayores cantidades de los hidroxiestirenos se recomienda el
aislamiento, clonacién y sobre expresién de la o las enzimas responsables de la

descarboxilacién de estos 4cidos.
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ANEXQ L

Identificacién de la cepa microbiana mediante secuenciacién por PCR de la regién V1
del gen ARN 16S

La cepa fue sembrada en caja petri en medio MRS y se incubaron durante 24 h. 2 36°C.
Posteriormente se realiz6 la extraccién de ADN de acuerdo con la técnica teportada por
Lawson y cols. (1989)

Se colocaron 500pL de amortiguador TES en tubos eppendorf. Se tomd muestra con asa
estéril (aproximadamente del tamafio de un grano de arroz) de la caja petri y se deposito en
algunos tubos. A continuacién se adicionaron 20pL de solucion de lisozima [20pg. uL™"] y
se incubaron a 37 °C durante 15 min. o hasta visualizar viscosidad. En seguida se
adicionaron 8pL. de solucién de pronasa [10ug. L' y 8L de RNAsa [20pg. pL'] a cada
tubo eppendorf, s agitaron las muestras y se incubaron a 65°C por espacio de 1h. Se les
adiciond posteriormente 120ul. de SDS al 10% a los tubos ¥y se incubaron a 65°C durante
10 minutos. Se dejaron enfriar v se les adiciond 600uL de solucién de fenol:cloroformo
(25:24), se agitan vigorosamente hasta obtener una emulsién blanca. A continuacion se
centrifugaron durante 10min. a 14000 rpm. Se obtuvieron 3 capas, se extrajo la primera y se
colocd en un nuevo tubo eppendorf. Se adiciond 1mL de etanol absoluto y se agito
suavemente cada muestra. En seguida se centrifugaron las muestras durante 10min. a
1000C rpm. Inmediatamente se retiré el sobrenadante con miciopipeta y se dejé que secaran
los precipitados. Luego se resuspendieron en 50pL, de agua des-ionizada estéril y después
se congelaron a —21°C. Finalmente se comprob la calidad de la extraccion de ADN de la
cepa mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (wt/Vol) y amortiguador TEB {1X],
y fue revelada c::m una solucion de bromure de etidio [10pl./mL] y observada a través del
Fluor-S (BIORAD).

Amplificacién por PCR de la regién V1 del gen ARN 168

Se amplifico aproximadamente la mitad del gen de ARNr 168 utilizando los cebadores 3
¥ PA para bacterias (tabla 1) por PCR bajo las condiciones mos&adas en las tablas 2 y 3,
utilizando un termociclador Perkin Elmer 2400.
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Primer Secuencia 5'-3’ Posicién | Orientacién
pA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 9-28 Reversa

3 GTTGCGCTCGTTGCGGGACT | 1109-1090 | Hacia defante

¥ ACTGCCTGCCTCCCGTAGGAG | 358-339 | Hacia delante

Tabla 1: Cebadores para PCR ¢n este estudio.

Componente Volumen | Concentracién en la reaccién
Amartiguador para PCR 10X 10uL X
MgCl, SuL 50 Mm
dNTPs 2ul 10 mM
Primer 3 1pL 20 pmol/uL
Primer A jme 20 pmol/pL
Templado 1guL 10 ng/ul
Taq polimerasa 2uL”’ 1 U/pL
Agua destilada Para 100uL [

Tabla 2: Protocalo para amplificacién por PCR del fragmento pA-3

Numero de ciclos | Temperatura | Tiempe
I 94°C 3 min.
34 94°C 1 min.
65°C 1.30 min.
72°C 2 min.
2 T2°C 15 min.

Tabla 3: Condiciones de PCR. para el termociciador.

Se visualizaron los productos del PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al

1.5%, se revelaron con una solucién de bromuro de etidio [10uL/mL] y se observaron a

través del Fluor-S (BIORAD).

Limpieza de los productos de PCR de la cepa pura

Los productos de PCR de la cepa pura fueron purificados utilizando el KIT PCR

CLEAN-UP de Qiagen



ANEXO ],

Secuenciaci6n
Posteriormente los productos de PCR que incluyeron la regién hiperviable V1, de
enviaron a secuenciar con el primer gama (y) (tabla 4) al Instituto de Fisiologia Celular,

UNAM. Las condiciones requeridas para la secuenciacion se muestran en la tabla 4.

Concentracién | Volumen
Muestra cepa 20 ng/pl puL
Primer gama (y) 20 pm/ul. nL

Tabla 4: Condiciones para secuenciar la cepa pura.

Comparacién de las secuencias
La base de datos utilizada para comparar la secuencia de la cepa bacteriana fue el

National Center for Biotechnology Information (http://ncbi.nih.gov/) utilizando los

servicios de BLAST. De esta manera se caracterizo al microorganismo seleccionado para la

realizacion de la biotransformacion de los 4cidos p-hidroxicindmicos.
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ANEXOII

%

Curvas patrén de los hidroxiestirenos

A continuacion se muestran las curvas patrn empleadas para realizar los calculos de la
concentracion final total de cada uno de los hidroxiestirenos.

Curva patrén de vinlifenol
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Figura 37: Curva patrén empleada para calcular Ia concentracion del 4-vinilfanol

La figura anterior muestra los datos obtenidos de la curva patrén del 4-vinilfenol que es
el producto obtenido de la descarboxilacién del 4cido cumérico.

En la siguiente figura se muestra la curva patrén del 3-hidroxivinilfenol {producto
descarboxilado del 4cido cafeico). Esta fue empleada en el cilculo de la concentracion del

vinilcafefco de la cinética de biotransformacién.

Curva patrén del vinllcafeico
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Figura 38: Curva pattdn empleada para calcular la concentracién dei vinilcafe(co.
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' ANEXO I
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La figura que se muestra a continuacidn es la curva patrén empleada del 4-vinilguayacol
empleado calcular la concentracién del mismo producto a los diferentes tiempos de

muestreo y la concentracién de este producto en la biotransformacién del icido feralico.

Curva patrén del vinifguayacol
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Figura 39: Curva patrén empleada para calcular la concentracién final total del 4-vinilguayacol
La siguiente figura muestra la curva patron del vinilsindpico realizada para poder
calcular la concentracién final del producto descarboxilado del dcido sindpico al termino de

la biotransformacion de este dcido.
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Figura 40: Curva patrén empieada para calcular la concentracidn del vinilsindpico
Las concentraciones de las curvas patrén fueron inyectadas por triplicado para tener
curvas més confiables,

63



e—— ANEXQIIL

ESPECTROS DE MASAS Y RMN'H
Parte 1: espectros de masas

Espectro de masas del 4-hidroxiestireno (vinitfenol)
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Espectro de masas del 3,4-dihidroxiestireno (3-hidroxivinilfenol)

Espectro de masas del 4-hidroxi-3-metoxiestireno {4-vinilgnayacol)
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Espectro de masas del 4-hidroxi-3,5-dimetoxiestireno
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PARTE 2: ESPECTROS DE RMN 'H

Espectro de RMN 'H del 4-hidroxiestireno
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Espectro de RMN 'H del 3,4-dihidroxiestireno
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Espectro RMN 'H del 4-hidroxi-3-metoxiestireno
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Espectro de RMN 'H del 4-hidroxi-3,5-dimetoxiestireno
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