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Resumen

Resumen

En los dltimos 40 afios se ha tenido un creciente interés en la utilizacién de
Saccharomyces cerevisiae para sintetizar intermediarios quimicos, reducir grupos
carbonilos, dobles enlaces, lograr la interconversion de grupos funcionales y sintetizar

heterociclos, ademés de ser barata y facil de obtener.

La capacidad de S. cerevisiae para efectuar la reduccion de grupos nitroaromaticos, se
reportd por primera vez hace 80 afios y salvo algunos articulos publicados en el
transcurso de los ultimos 10 afios, se conoce poco de este tipo de biotransformaciones.
Por lo que existe el interés de conocer el mecanismo de reaccion de los nitroalquenos
con un grupo nitro en la posicidon 3 utilizando a la levadura de pan como biotacalizador
para dar la formacién de la oxima correspondiente y optimizar sus rendimientos en

medios acuosos a diferentes pH.
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Introduccion

Introduccion

La levadura de panificacién, Saccharomyces cerevisiae, se ha utilizado en reacciones
de reduccion de grupos carbonilos, dobles enlaces y en la interconversion de grupos
funcionales con reactividad similar y en la sintesis de heterociclos.

También se ha reportado la utilizacion de S. cerevisiae en la reduccién de grupos
nitroaromaticos, nitroarenos, nitroalquenos, nitrosoarenos y N-6xidos. Este tipo de
compuestos nitrados son intermediarios importantes porque se pueden convertir a
aminas, anilinas, carbonilos e hidrocarburos.

En 1914, Neuberg dedujo que el nitrobenceno es reducido al nitrosobenceno y
después a la hidroxilamina que es la que se transforma a la anilina. Ochenta afios
después, Davey realiza de nuevo la biorreduccion del nitrobenceno, ademas de
biotransformar el o-nitrobencenonitrilo a su bioproducto, la 2-aminobenzamida.

Takeshita y colaboradores reportan la reduccion de compuestos nitroaromaticos
en un anillo de benceno como el o-, p- acilnitrobenceno, que da la aminoacetona
correspondiente.

Por otra parte, las oximas son un importante grupo funcional utilizado
comunmente para proteger al grupo carbonilo, caracterizar aldehidos y cetonas,
preparar amidas y mediante su reduccidn obtener las azirinas y de éstas las aziridinas
correspondientes. Estas Ultimas, son clave en la sintesis de otros heterociclos, de
antibidticos de amplio espectro y citotoxinas, como agentes alquilantes para el
tratamiento del cancer y como intermediarios para la preparaciéon de un amplio rango de
compuestos quirales como los o~y B-aminoacidos.

Los procedimientos para la sintesis quimica de las oximas estan bien
establecidos, pero hasta la fecha no se ha descrito el uso de 3-nitropropenonitrilos o de
los 5-aminoisoxazoles para este fin.

Por lo que existe el interés de conocer la reduccion de los 3-nitroalquenos con un
grupo nitro en la posicion 3 utilizando a S. cerevisiae y averiguar si el producto oxima se
forma directamente a partir del nitroalqueno, del 5-aminoisoxazol o de algun

intermediario comun de esta reaccion.
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1. Marco Tedrico

Los compuestos nitrados son importantes intermediarios quimicos porque se pueden
convertir a aminas, anilinas, anilidas, carbonilos e hidrocarburos y pueden ser utilizados
en las industrias farmacéutica, agroquimica, de plasticos, tintes y explosivos®.

El uso de organismos vivos y su maquinaria enzimatica para la transformacion de
compuestos organicos no es del todo nuevo, pues se ha utilizado durante la mayor
parte de la historia de la humanidad. La aplicacion especifica de las levaduras en
diferentes sustratos fue fundamental en la identificacibon de nuevas actividades
enzimaticas y en la determinacion de su especificidad?.

En los ultimos 40 afios se ha incrementado el uso de S. cerevisiae para sintetizar
intermediarios quimicos, reducir grupos carbonilo y dobles enlaces, lograr la
interconversioén de grupos funcionales con reactividad similar y sintetizar heterociclos,
ademas de ser barata, facil de obtener, de conservar y ser compatible con el medio
ambiente®,

La capacidad de S. cerevisiae para efectuar la reduccion de grupos nitro se
reportd por primera vez hace 80 afios y, salvd algunos articulos publicados en el
transcurso de los Gltimos 10 afios, se conoce poco del mecanismo de transformacion®.

Por ello existe el interés de conocer el curso de reaccién para la reduccion de
nitroalquenos con un grupo nitro en la posicion tres utilizando a este microorganismo y
averiguar si el producto oxima se forma a partir del nitroalqueno, de su producto el 5-

aminoisoxazol o algun intermediario comudn a esta reaccion de reduccion.
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1.1. Aspectos generales de los compuestos nitrados

El grupo nitro es un grupo funcional con gran diversidad de acciones quimicas y
biol6gicas. Es un electron-atractor muy fuerte con capacidad de crear deficiencias
electrénicas localizadas en diversos sitios de las moléculas®®.

Cuando los compuestos nitrados interactian con sistemas vivos pueden
reaccionar con una gran variedad de nucledfilos bioldgicos intra y extracelulares como
las proteinas, aminoacidos, acidos nucleicos, enzimas, etc., para producir cambios
biolégicos los cuales pueden ser utiles o muy dafinos.

Los cambios biologicos que resultan de la reduccion del grupo nitro en muchos
casos son de toxicidad; estos pueden resultar venenosos para bacterias, parasitos y
tumores cerebrales, por lo que se dice que es una toxicidad selectiva’.

El uso farmacolégico del grupo nitro incluye antineoplasicos, antibiéticos,
antiparasitarios, asi como tranquilizantes, fungicidas, insecticidas, herbicidas, entre
otros.

También puede actuar como compuesto desacoplante de la cadena de
transporte de electrones donde se realiza la fosforilacion (ADP + fosfato -> ATP). El
resultado es la oxidacion de alimentos sin la formacion de ATP. Un ejemplo clasico de
esto, es la accion del 2,4-dinitrofenol®,

Los compuestos nitrados tienen una gran importancia en el area industrial,
principalmente aquellos que incluyen anillos aromaticos que se utilizan en la fabricacion

de colorantes, farmacos, agroquimicos, explosivos y plasticos.

1.1.1. Sintesis de compuestos nitrados

Segun Booth, la primera sintesis de compuestos nitrados fue realizada por Mitscherlinch
con compuestos aromaticos en 1834 al tratar los hidrocarburos del alquitrdn con una
mezcla de &cido nitrico y acido sulfirico®. Desde entonces, esta reaccion se utiliza con
ligeras modificaciones para preparar de una manera sencilla una cantidad enorme de

compuestos nitroaromaticos*® como se observa en la figura 1.
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NO, m-.flloronltrobenceno Industrias:
anilina farmaceutica

HNO, aminas - fotografica

— 3 — ™ azobenceno ’

H,SO, azok colorantes
isocianatos agroquimica
trinitrotolueno plasticos
poliuretanos explosivos

hidrocarburos

Fig. 1 Utilidad de la reaccion de Mitscherlinch

Por su parte la quimica de compuestos nitrados alifaticos es importante en la
sintesis organica debido a tres aspectos:

1) Se dispone de varios métodos para prepararlos.

2) Se pueden interconvertir en todos los grupos funcionales.

3) Pueden formar enlaces carbono-carbono.

Especificamente, la preparacion de nitroalquenonitrilos ha sido poco estudiada y
el método mas comun consiste en la nitracion con oOxidos de nitrégeno o bien con
agentes nitrantes derivados de estos. Algunos ejemplos se presentan a continuacion:

El 3-nitropropenonitrilo se ha preparado mediante la nitracion del acrilonitrino con
cloruro de nitrilo (NO,CI) con buenos rendimientos™*.

Los 3-nitro-3-alquil-2arilpropenonitrilos sustituidos se han sintetizado con diéxido
de nitrégeno (NO,=N,0,) a bajas temperaturas (de 0 a 5°C)*2.

Los 3-nitro-3-fenil o aril-propenonitrilos se han obtenido a partir de un método
desarrollado por Navarro-Ocafia*® en el cual se utiliza una mezcla de monéxido y
diéxido de nitrogeno en presencia de Yodo y tetracloruro de carbono a -5°C.

La representacion de estos tres métodos de nitracion se muestran en la figura 2.



Marco Teodrico

CN NO.ClI CN
H H O,N H
alquilo CN  N,O, alquilo CN
__ __
H Fen Ether O,N Fen
R Fen NOXx, I R Fen
: - < 2 > PR <
H cNn  CCl,  onN CN

Fig. 2 Diferentes métodos de nitracion para compuestos alifaticos

1.1.2. Reduccioén quimica de los compuestos nitrados

La reduccién de compuestos nitrados a las correspondientes aminas es de utilidad
industrial porque son ampliamente usados como colorantes, farmacos, agroquimicos,
productos fotograficos y antioxidantes™”.

Tanto el grupo nitro como el grupo amino son relativamente estables en sistemas
biolégicos, pero la interconversién entre los dos grupos incluye la producciéon de
intermediarios nitroso e hidroxilamino los cuales son muy reactivos y son mucho mas
toxicos que sus moléculas de origen*®*®. El mecanismo para la hidrogenacién de

grupos nitro esta demostrado en la figura 3:

R-NO2 + H2 —» R-NO
R-NO + H, — R-NHOH

R-NHOH + H, —— R-NH,

Fig. 3 Mecanismo de hidrogenacion del grupo nitro
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El primer paso es la reduccion del grupo nitro al intermediario nitroso que es
extremadamente reactivo. El segundo paso consiste en la interconversion del
intermediario nitroso a la hidroxilamina que es toxica e inestable, o también puede
formar los productos azo y azoxi'’*°. El tercer paso es la reduccién de la hidroxilamina
a la amina.

La reduccion quimica es obtenida por una transferencia de hidrégeno, que es
facil, segura y altamente selectiva utilizando Fe, Sn, Sn(ll), Zn, Ti(lll), Pt/Cd, Pd/Cd o
Raney-Niquel?®?!. También se puede realizar con hidrazina hidratada como donador de
hidrogeno en presencia de Raney-Niquel, de CeO,, de hidrotalcitos activados de FeMe
y Me3SiSSi o MeS-SiMes?*2°,

1.2. Aspectos generales de los isoxazoles

Los compuestos organicos que contienen anillos aromaticos de 5 miembros estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza y frecuentemente juegan un papel importante
en varios procesos bioquimicos. Algunos de estos heterociclos contienen dos
heterodtomos y representan un grupo grande y diverso. La mayoria de estos sistemas
de anillos son formalmente derivados del pirrol, furano y tiofeno por reemplazo de uno
de los metino (-CH) por un &tomo de nitrégeno™.

Los isoxazoles se encuentran en compuestos derivados de productos naturales y
en moléculas biolégicamente activas, juegan un papel importante en la industria
farmacéutica y agroquimica, ademas, de que son precursores de varios grupos
funcionales por su modificacion y apertura por lo que se ha estimado la necesidad de

hacer una ruta eficiente para su sintesis.
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1.2.1. Sintesis de los isoxazoles

Los isoxazoles pueden ser preparados por la reaccion de 1,3-dicarbonilos con

hidroxilamina, seguida por la ciclizacibn deshidrativa del intermediario monoxima

(oxidacion, figura 4).

Reactivos

Referencias

0o 0 R1 R2
P . : 31-36
R1 R2 I\ I\
R2” "0 R1” O’

(0]

R2

O SCH

3
Fen)K%\SCH3

CN

37

38

Fig. 4 Obtencion de isoxazoles por oximacion

Un segundo método para la sintesis de estos compuestos es la cicloadicion de

oxidos de nitrilo a acetilenos. Sin embargo, solo el nitrilo aromatico oxidado es estable,

pues los no aromaticos son inestables y derivan a furoxanos. Los precursores mas

comunes de los 6xidos de nitrilo son los hidroximoilcloruros que son irritantes severos

de la piel (figura 5).
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Reactivos Productos Referencias
R1
(@] (@) 39-40
R)K/Noﬁ >—<OACR1 B
R2 R2” "0’
— o~
O=—N=—=N=0*CH,—=[ \\ CH,, BYAY 41-43
. , o
R
ArzMeSi — + RCNO ﬂ 44
Ar,MeSi o’
O
R2
R—= * HNO, I\ 45
R "0

Fig. 5 Obtencion de isoxazoles por cicloadicion

En particular, los 5-aminoisoxazoles son importantes intermediarios debido a que
son precursores de algunos farmacos como la zonisamida (anticonvulsionante),
risperidona y la iloperidona (agentes antipsicoticos), y de otras moléculas con
propiedades biolégicas como la vitamina Bjz, algunas pirimidinas y derivados de
furano®®*’.

Al igual que los isoxazoles, los 5-aminoisoxazoles se obtienen por las reacciones

de oximacion y cicloadicion. A continuacion se mencionan algunos ejemplos:
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Métodos de oximacion (figura 6):

Reactivos Productos
o) CN
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Fig. 6 Obtencion de los 5-aminoisoxazoles por oximacion

Métodos de cicloadicion (figura 7):

Reactivos
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Fig. 7 Obtencion de los 5-aminoisoxazoles por cicloadicion.
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1.2.2. Transformacioén de los isoxazoles

La transformacion de los anillos de los isoxazoles permite proveer de materia prima a la
sintesis de moléculas mas complejas porque existen métodos sencillos y eficientes para
prepararlos y pueden ser modificados a otras estructuras mas simples, pero mas
funcionales.

Las reacciones que mas se han estudiado con los isoxazoles son las de apertura
y reduccién que se han hecho de manera quimica, térmica y fotoquimica®®®2.

La biotransformacion de los anillos de isoxazol resulta en una apertura del anillo.
Los isoxazoles tienen rompimiento reductivo, esto debido a la gran electronegatividad
del oxigeno adyacente al nitrégeno en el anillo.

El grupo méas extensamente estudiado de farmacos que contienen isoxazol son
los anticonvulsionantes como la zonizamida. En ratas, la zonizamida es metabolizada a
2-(sulfomoilacetil)-fenol y es eliminado como conjugado glucorénido en la orina®® como

se muestra en la figura 9.

NH,, NH2
| |
=0 30
(@] (@]
NH — O
NH, OH OH
70
O
\,N '}le
o) $=0
N\ N O Glu=Glucorénido
O/ ~Glu

Fig. 9 Transformacion de la zonizamida a un conjugado glucorénido en metabolismo de ratas

Por su parte, Easton® realiza la biotransformacién del anillo de isoxazol en
presencia de S. cerevisiae porque esta levadura cataliza el rompimiento de un anillo
aromatico, con la apertura del anillo de 4-acil y alcoxicarbonil isoxazoles. Parece ser

gue esta reaccion ocurre via un proceso de transferencia de electrones, analogo al que
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se lleva a cabo en la reduccion de aldehidos y cetonas con este mismo microorganismo
(figura 10).

(/O’\N S. cerevisiae _ {/OH\NH ) {\ \NH2
@)

Fig. 10 Apertura del anillo de isoxazol con S. cerevisiae

1.3. Aspectos generales de las oximas

Las oximas son un importante grupo funcional utilizado generalmente para proteger
grupos carbonilo, y como intermediarios en la reaccién de Beckman®. Para su
preparacion se utilizan basicamente dos metodologias:

1. La primera en la que se hace uso de un grupo carbonilo (cetona o aldehido).

2. En la segunda de un compuesto no carbonilico (generalmente un compuesto

nitrado en forma de nitroso o nitro) que puede ser o no saturado®°.

Aunque se dispone de varias rutas para la sintesis de oximas, no se ha descrito
la utilizacion de los 3-nitropropenonitrilos o de los 5-aminoisoxazoles para su sintesis.
S6lo el trabajo de Colau propone a la oxima del 3-(4-nitrofenil)-3-nitro-2-
fenilpropenonitrilo como intermediario de la hidrogendlisis de los a-ciano-p-
nitroestilbenos®’.

En cuanto a su uso, por décadas se han empleado para caracterizar aldehidos y
cetonas, en la determinacion de grupos carbonilos®®, y su proteccion®®, en la
preparacion de amidas tanto ciclicas como aliciclicas®.

En la actualidad se ha retomado el interés por las oximas, pues su reduccion a
altas temperaturas resulta en las azirinas y las aziridinas correspondientes. Este par de

compuestos son importantes debido a su potencial sintético para la transformacion a
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otros sistemas de heterociclos y por su incorporacidn en compuestos con ciertas
funciones deseables.

Las azirinas y las aziridinas se utilizan en la preparacion de indoles, antibidticos,
citotoxinas, inhibidores del crecimiento de bacterias gram positivas y gram negativas,
intermediarios clave para la preparacion de aminoderivados como los a- y B-

aminodcidos.

Una vez mencionadas las diferentes caracteristicas generales; la sintesis, las
transformaciones quimicas y los usos de los compuestos nitrados, los isoxazoles y las
oximas, a continuacion se explican las transformaciones de estos compuestos por

accion de las biotransformaciones.
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1.4. Generalidades de las Biotransformaciones

Una biotransformacion es una reaccion catalizada por un organismo activo o alguna
parte constitutiva de él. A estos organismos activos o partes constitutivas de ellos se les
denominan biocatalizadores y pueden ser células animales, células vegetales,
microorganismos, enzimas, anticuerpos biocataliticos, péptidos cataliticos, enzimas
semisintéticas. Como catalizadores, aceleran la velocidad de reaccion, son especificas
para un tipo de reaccién y su actividad esté regulada por las propias moléculas cuyas
reacciones catalizan "°.

Los procesos de transformacion se han realizado desde los primeros tiempos en
que el hombre utilizaba microorganismos, como levaduras y hongos, para la
elaboracién de pan, bebidas alcohdlicas y productos lacteos.

Pasteur, en 1862, realiz6 la primera biotransformacién de manera metddica al
obtener &cido acético de la oxidacién del alcohol utilizando a Bacterium xylinum.
Posteriormente hizo la conversion de glucosa a acido glucénico con Acetobacter acety y
la de sorbitol a sorbosa con Acetobacter sp.”

En cuanto a las caracteristicas principales que debe seguir una
biotransformacion para que sea exitosa son: el tipo de sustrato, la seleccion del
catalizador, las condiciones de reaccién, la metodologia de biotransformacion y el
procedimiento de extraccion del producto. Todos estos aspectos se detallan

brevemente a continuacion:

El sustrato.- Este debe ser soluble en el medio en que se trabaje y ser capaz de
atravesar la membrana celular sin ejercer un efecto toxico al biocatalizador’?. Por lo que
el sustrato se puede agregar en solucién o adsorbido en algin material inerte como las
resinas o arcillas. El momento en que se agrega al medio de reaccién influye mucho en
el rendimiento del producto pues los compuestos téxicos inhiben el crecimiento a la

hora de activar al biocatalizador.

El biocatalizador.- Debe tener la capacidad de realizar la reaccion deseada con

un alto rendimiento en el producto’®. Para una buena biotransformacion, los
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catalizadores se seleccionan de los ya conocidos para el tipo de reaccion que se

7476 La forma fisica del

necesita, con un sustrato relacionado estructuralmente
catalizador también influye en el rendimiento del producto. La decision final de cédmo
sera usado depende del tipo de reaccion, el proceso a seguir, si hay cofactores que

reciclar y la escala en la que se lleva a cabo.

Condiciones de reaccidn.- Los catalizadores demuestran una alta actividad

catalitica bajo condiciones suaves de reaccion, como son un medio acuoso u organico,
temperaturas por debajo de los 40°C, pH cercano al neutro, agitaciéon continua y presion

normal’’.

Metodologia de biotransformacion.- Hay varios métodos para llevar a cabo una

biotransformacién; a continuaciéon se describen:

e Cultivos en crecimiento.- El sustrato se agrega al medio en crecimiento al
momento de la inoculacion o en el ultimo estadio de crecimiento, por lo que el
crecimiento y la biotransformacién se llevan a cabo al mismo tiempo’. Su
principal ventaja es su facil manipulacion y permitir realizar una gran cantidad de
experimentos en serie. Tiempos de incubacion relativamente cortos y posible

induccion enzimatica en presencia del sustrato.

e Cultivos previamente crecidos.- El proceso de crecimiento de la biomasa y la
biotransformacién estan separados. El biocatalizador primero se cultiva en
condiciones Optimas, se concentra, se resuspende en un medio adecuado y se
agrega al sustrato. Las ventajas de esta técnica son: el crecimiento y la
bioconversion se optimizan de manera independiente, los tiempos de incubacién
se reducen hasta un 75%, se eliminan los efectos inhibitorios de crecimiento, la

concentracion del biocatalizador se ajusta a un valor deseado.

e Enzimas purificadas.- Se limita a las enzimas disponibles comercialmente y son

muy Utiles para realizar reacciones biocataliticas preparativas. Pueden ser
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utiizadas para realizar reacciones en presencia de grupos polifuncionales;
ademas, son altamente regioselectivas, estereoselectivas o ambas. Algunas de
sus ventajas son que estan siempre disponibles, no tienen que ser preparadas
por cultivos en crecimiento’®. Las reacciones se realizan en poco tiempo, la

concentracion del sustrato puede variarse sin problemas de toxicidad’2.

Enzimas inmovilizadas.- En esta técnica, se hace la inclusién de la enzima en un
soporte solido o ligamientos de unas moléculas a otras. Los biocatalizadores se
pueden confinar en areas restringidas que no pueden dejar, pero permanecen
cataliticamente activas. Las ventajas de esta técnica son: es facil remover el
biocatalizador de la reaccion una vez inmovilizado, los procedimientos de
inmovilizacion aumentan la estabilidad operacional del biocatalizador, pero

disminuyen su actividad catalitica®.

Sistemas liquidos de dos fases.- El biocatalizador permanece en la fase acuosa,
mientras que la organica sirve como almacén para el sustrato y el producto. En
sistemas de dos fases con un gran exceso de la organica, el equilibrio de
reaccion del biocatalizador hidrolitico puede ser llevado de la hidrélisis a la
condensacion. Las ventajas de esta técnica son: una alta concentracion del
sustrato/producto en la parte organica; un ingreso continuo del sustrato a la
acuosa y un desplazamiento del producto a la organica, manteniendo la
biotransformacion y minimizando los efectos inhibidores del biocatalizador; una
facil separacién de fases que ayuda a la recuperacién del producto de la

orgénica, y un uso repetido del biocatalizador en la parte acuosa®.

Extraccién _del producto.- Los productos de biotransformacion contenidos en el

medio de reaccion son recuperados del medio completo o del sobrenadante después de

remover la biomasa por filtracion o centrifugacion. Dependiendo de las propiedades

fisicas y quimicas del producto a recuperar y de la composicion quimica del medio de

reaccion, se deben considerar métodos como la extraccidén, adsorcidén en resinas

poliméricas, precipitacion y destilacion.
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El producto resultante puede ser purificado por técnicas cromatogréficas, destilacién
fraccionada y cristalizacion. Pequefias cantidades pueden ser purificadas por

cromatografia preparativa.

En la figura 11 se resumen las -caracteristicas generales de una
biotransformacion:

Enzimas puras

Cultivos previamente Células y enzimas

crecidos inmovilizadas

Cultivos en . Sistemas liquidos
e -<+——— Metodologias ——

crecimiento 9 de dos fases

BIOTRANSFORMACION Alta velocidad catalitica
Soluble en el ) en condiciones suaves
medio de reaccion de reaccién

/

N

. Se seleccionan de
Alta velocidad de . . A

., B ——
transformacion Sustrato Biocatalizador ——— los ya conocidos o

/ \ se buscan nuevos

N

Capaz de atravesar Alto rendimiento en Son enzimas, cultivos

la membrana celular el producto de tejidos animal o
vegetal, anticuerpos,
abzimasy

microorganismos

Fig. 11 Caracteristicas generales de una biotransformacion

En las siguientes secciones se mencionan las transformaciones que se han

realizado para reducir los grupos nitro con microorganismos, extractos crudos y con S.
cerevisiae.
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1.5. Transformacion del grupo nitro

Los compuestos nitrados son liberados a la biosfera casi exclusivamente por fuentes
antropogénicas, algunos de ellos son producidos por la combustién incompleta de
gasolinas; otros son utilizados como intermediarios sintéticos, colorantes, pesticidas y
explosivos. Sélo unos pocos compuestos nitrados se encuentran en la naturaleza como
la nitrosporina y la pirolnitrina®.

Varias investigaciones han revelado sistemas microbianos, extractos crudos vy
enzimas puras capaces de transformar a este tipo de compuestos, principalmente para

degradarlos por varios mecanismos segun se citan a continuacion.

1.5.1. Transformacién del grupo nitro con organismos enteros o extractos crudos

La primera reduccion del grupo nitro a su amina fue inicialmente realizada por Neuberg
en 1914 con S. cerevisiae, donde el nitrobenceno fue reducido a su anilina y es hasta la
década de 1980, cuando se retoman estas investigaciones con el fin de encontrar
organismos capaces de transformar a los compuestos nitrados como el 2,4,6-
trinitrotolueno en sus aminas correspondientes.

El 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) es el primer explosivo utilizado en la produccion de
municiones y es encontrado como contaminante en aguas y suelos de fabricas de
explosivos y lugares de procesamiento. EI TNT es toxico y mutagénico y relativamente
estable en el ambiente®®°.

Muchos estudios se han realizado para examinar la factibilidad de remover el
TNT de aguas y suelos por medio de tratamientos microbianos, incluyendo compostas,
lodos activados y reactores de movimiento continuo. El resultado usual de la
transformacién parcial del TNT son los aminodinitrotoluenos (ADNT), los
diaminonitrotoluenos (DANT) y los azoxitetranitrotoluenos®®®”. Algunos ejemplos de la
remocion del TNT con microorganismos se presentan a continuacion:

Jones®® y Duque® aislaron a Pseudomonas sp., de una muestra de suelo para

degradar bajas concentraciones de TNT, pero sélo productos parcialmente reducidos
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fueron identificados. Naumora® cultivé a Pseudomonas fluorescens que utiliza a los
DANT como fuente de nitrégeno.

Funk estudi6 la transformacion del TNT por Streptomyces chronofuscus All y
encontré intermediarios reductivos, pero los productos terminales no fueron
determinados. Por su parte, Past-Gragshy empleo Streptomyces sp., observando que
no hay resistencia significativa a la inhibicién del crecimiento por el TNT".

La mayoria de los hongos pueden catalizar la reduccion de al menos un grupo

9397 y Phlebia radiata ® han

nitro del TNT.%? El hongo Phanerochaete chrysosporium
sido estudiados por su capacidad de degradar TNT y sus principales productos de
reduccion (2A4,6DNT; 4A2,6DNT; 2,4DA6NT; 2,6DA4ANT).

Otra de las formas de reducir aerébicamente a este tipo de compuestos es por la
mineralizacion del anillo aroméatico®*%%. Esto no se observa rutinariamente y muchas de
las condiciones ambientales y metabdlicas requeridas permanecen desconocidas. A
este respecto, se reporta el aislamiento de Pseudomonas sp., el cual utiliza el TNT
como fuente de nitrégeno en presencia de glucosa.'®®

La mineralizacibn bajo condiciones aerobias y la aparicion de productos
indeseables del TNT han promovido la investigacion de procesos anaerobios como una
alternativa de la remediacion.

En sistemas anaerobios, la degradaciéon del TNT es mas eficiente, pues es
reducido al 2,4,6-triaminotolueno (TAT), un intermediario rico en electrones y por lo
tanto inestable. Algunos ejemplos se citan a continuacion.

Krumholz'®*

y colaboradores reportan que el TNT es reducido a TAT con lodos
metanogénicos activados. Por su parte, Khan'®®, Angermainer’®®, McCormick’,
Preuss'®, Regan'® y Huges™® reportan la reduccion de TNT y nitrotoluenos
relacionados, por Clostridium acetobutylicum.

En la figura 12 se muestra de manera integrada la degradacion del TNT por las

diferentes vias antes mencionadas.
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Fig. 12 Reduccidon del TNT por varias vias metabdlicas y por diferentes microorganismos

Otras reducciones con grupos nitro son las realizadas por microsomas de

mamiferos que reducen compuestos de tipo azo y nitro*****?; los microsomas de higado

de rata y de abdomen de mosca doméstica reducen el acido p-nitrobenzoico y el

colorante 1,2,-dimetil-4(p-carboxifenilazo)-5-hidroxibenceno™*® (figura 13).
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Fig. 13 Reduccion realizada por microsomas de higado de rata y de mosca doméstica

Razo-Flores' evalué la reduccién de algunos compuestos nitroaromaticos,
principalmente el 5-nitrosalicilato (5NSA), 4-nitrobenzoato (4NBt), 2,4-dinitrotolueno
(2,4DNT), y el nitrobenceno (NB), en un reactor UASB de operacién continua. Todos
estos compuestos fueron transformados a sus correspondientes aminas aromaticas y

en algunos casos a su completa mineralizacion como la del 5NSA y 4NBt (figura 14).

MINERALIZACION COMPLETA
OH

OH
NO, NH,
_—

ermentacion Metanogénesis
COOH COOH homoacetogénica acetoclastica
OH OH
e — = CH;COOH & CH,
O,N H,N NH, Co,
COOH COOH /
NO, NH,

BIOTRANSFORMACION
CH

OH OH CH,
NO, NH, NO, NH,
—_— —_—
NO, NH, NO, NH
NO, NH,
O — 0O

Fig. 14 Mineralizacion y transformacion de nitroaromaticos en un reactor UASB
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La degradacion aerébica del nitrofenol (PNP) puede ser iniciada por la formacion
de la hidroquinona (HQ) o del 4-nitrocatecol (NC), dependiendo del microorganismo.
Moraxella sp. y Pseudomonas sp. convierten el PNP a HQMY ' mientras que
Arthrobacter sp., Flavobacterium sp. y Rhodococcus sp. degradan el PNP via la
formacién del NC''®'%2 en ambos procesos. Otro intermediario de la ruta, el &cido
antranilico, también forma parte de la degradacion del o-nitrobenzoato por Arthrobacter
protophormiae’'’. Otro organismo que puede utilizar estos compuestos nitrados como
fuente de nitrégeno es Ralstonia sp. SJ98. El mecanismo de reaccién que integra todas

estas transformaciones se presenta en la figura 15.

OH OH o] @) OH
OH OH OH
NO, OH el 0 NO
4-nitrocatecol p-Benzoquina p-Nitrofenol
(efe]e; COOH
NH2 i i
o-Nitrobenzoato Acido o-nitrobenzoico CICLO DE KREBS
(ofe]e; CO COOH

COCH

NO NHOH ©/_> Q p

Acido antranilico

Fig. 15 Degradacion aerobia del nitrocatecol, nitrofenol, o-nitrobenzoato y acido o-nitrobenzoico

En las dltimas dos décadas se han hecho esfuerzos por buscar a las enzimas
gue realizan la transformaciéon de grupos nitro. Algunos ejemplos se exponen a

continuacion.
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1.5.2. Transformacion del grupo nitro con enzimas parcialmente puras

Muchos de los organismos vivientes contienen enzimas que pueden catalizar la
transformacion de grupos nitroaromaticos. Los ejemplos mas comunes son una amplia
variedad de enzimas de tipo de las oxidoreductasas'?®. Menos comunes son las
enzimas o rutas metabdlicas completas que permiten a los organismos utilizar los
compuestos nitroaromaticos como fuentes de nitrogeno o de carbono para su
crecimiento.

Las enzimas que son capaces de reducir grupos nitro en compuestos
nitroaromaticos son llamadas nitroreductasas. Estas enzimas son clasificadas por su

relativa sensibilidad al oxigeno en:

Nitroreductasas insensibles al oxigeno o de tipo |, utilizan el mecanismo de
reduccion de dos electrones y son capaces de reducir grupos nitro bajo condiciones

aerobiast?*1%,

Las nitroreductasas de este tipo convierten al grupo nitro en
hidroxilamina o aminas por la adicion de pares de electrones donados por piridin
nucledtidos reducidos. La ruta de reaccién incluye derivados nitroso, pero éstos son
dificiles de detectar porque son muy reactivos e inestables'?®®. Este tipo de
nitroreductasa ha sido descrita en muchas bacterias, particularmente enterobacterias***
127—130.

Nitroreductasas sensibles al oxigeno o de tipo Il, reducen los grupos nitro en
un proceso de un solo electron, formando un radical nitroanion. En presencia de
oxigeno, el radical nitroanién puede ser oxidado y dar de nuevo el grupo nitro y un

124,131

anion superoxido Las nitroreductasas del tipo Il son las Unicas que dan la

reduccion completa del grupo nitro a su amina.

La facilidad de reduccién del grupo nitroaromético depende de la naturaleza de
los otros sustituyentes en el anillo y el potencial de reduccién del ambiente en el que se
encuentre. Los grupos electron-atrayentes activan la molécula para la reduccién del

grupo nitro, mientras que los grupos electron-donadores hacen al anillo mas susceptible
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de ataques electrofilicos. Algunos ejemplos de reduccion de grupos nitro por diferentes
enzimas se presentan a continuacion.

Las primeras nitroreductasas fueron identificadas en higado de rata®?
Neurospora crassa’*®, y chicharos™*. Westfall'** encontré que el TNT también puede
ser reducido por la preparacién de la succinato deshidrogenasa del corazén de ternera.

Las flavoenzimas de diversos microsomas, las NAPDH-Citocromo C reductasa y
la NADH-Citocromo B5 reductasa catalizan la reduccidbn de quinonas a sus
semiquinonas y son las responsables de la reduccién de nitroaromaticos a sus
productos aminados®*®*3’,

Una nitroreductasa dependiente de NADPH, detectable en extractos de P.
chrysosporium, es capaz de reducir TNT a sus DANT, pero se cree que esta
nitrorreduccion esta dada por varios pasos y que mas de una enzima puede estar
incluida en la ruta para la total reduccién a amina, aunque algunas nitroreductasas de
bacterias son aparentemente el Ginico componente del sistema®?®,

El complejo tio-redoxiana-NADPH tioredoxinreductasa presente en procariontes y
eucariontes y especificamente en Arabidopsis thaliana reducen el TNT por la via de un
electr6n dando como producto final las DANT™®. Otro ejemplo de tioredoxina es la
NADPH-tioredoxinreductasa de Mycobacterium tuberculosis'® que es capaz de
transformar el 2,4-dinitroclorobenceno y el 2,4-dinitrotolueno.

Pseudomonas pseudoalcaligenes JS45 puede transformar nitroarenos a o-
aminofenoles utilizando dos enzimas, una nitro reductasa y una hidroxilaminobenceno

141-145 | a nitrobenceno reductasa reduce el nitrobenceno a la hidroxilamina

mutasa
correspondiente y una mutasa la rearregla a un o-aminofenol.

En cuanto a la reduccion de grupos nitro con S. cerevisiae, se ha observado que
a diferencia de otros organismos que realizan la degradacién de los nitrocompuestos,
esta levadura los utiliza para la sintesis de otros compuestos como se presenta en la

siguiente seccion.
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1.5.3. Transformacién del grupo nitro con Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae ha el organismo pionero en la introduccion de los biocatalizadores en
sintesis organica. Al final del siglo XIX, los microorganismos en general y la levadura de
pan en particular fueron utilizados para la produccion de reacciones de hidrélisis que
fueron aplicadas en la modificacion estructural de polisacaridos.

El creciente interés en la sintesis de moléculas en sus formas enantiomeéricas
puras, la reducciéon de dobles enlaces y diversos grupos funcionales (como el grupo
nitro en compuestos aromaticos y alifaticos) y la sintesis de heterociclos ha promovido
el desarrollo de la biocatalisis y de las transformaciones mediadas por S. cerevisiae.

La reduccion del grupo nitro a la correspondiente amina fue inicialmente
realizada por Neuberg'*® en 1914 (figura 16), donde el nitrobenceno es inicialmente
reducido al nitrosobenceno, después a la fenilhidroxilamina y posteriormente a la

anilina.

NO, NO
—J

NH, NHOH
—J

Fig. 16 Biorreduccion realizada por Neuberg

h'4” observan la reduccion del m-di

En trabajos posteriores, Neuberg y Reinfurt
nitrobenceno, obteniendo como producto parcial a la m-nitroanilina. Esta reaccion fue

investigada de nuevo por Davey™*® en 1994 (figura 17).
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NO, NO, NH,

Fig. 17 Reduccidén del m-dinitrobenceno a la m-nitroanilina

En el mismo trabajo, Davey realiz6 la reduccidon del o—nitrobencenonitrilo a la 2-
aminobenzamida. Este producto resultd de la reduccién inicial de la anilina a su
derivado hidroxilamina, ciclizado a la benzoisoxazolidina y después al producto aislado
(figura 18).

NO, NH,
CN CONH,
_—
H\
NHOH N-Q

CN N
-

Fig. 18 Reduccion del o-nitrobencenonitrilo a la 2-aminobenzamida

Takeshita en una serie de trabajos reporta la reduccibn de compuestos
nitroaromaticos con varios sustituyentes en el anillo de benceno'*®, N-6xidos™® y la
reduccién de compuestos heteroaromaticos sustituidos™*. Ademas, investigd la
influencia de sustituyentes en tales reducciones.

En estos experimentos encontré que la reaccion de reduccién depende de la
naturaleza de los sustituyentes en el anillo aromatico. Cuando se encuentra con grupos
electron donadores tales como NH,, OH, SH, CH3; o0 BR, la reaccién no procede o el
rendimiento es muy bajo. En contraste, cuando el grupo es electron atractor tal como

NO,, CN, CF3; o COOEt la reduccion se da con buenos rendimientos (figura 19).
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NO

2 NHZ
R1 R1
S.cerevisiae @»R S.cerevisiae>| X R
= K =
R2 I|\|
R3 o

R2 N
R3
R1,R2,R3=electrondonadores (0 - 25%) R=electrondonadores (22 - 44%)
R1,R2,R3=electronatractores (25 - 88%) R=electronatractores (0 - 7%)
R R
O,N H,N O,N H,N
2 L2 2 2 L)
m S.cerevisiae :(j\ fj\ S.cerevisiae s ﬁ
— - — 7 —
N~ R N~ R N~ Cl N~ Cl
R=OMe (26%), NH, (0%), OH (0%) R=H (88%), CH; (77%)
NO NH
ﬁ 3.cerevisiae - N 2
= =
R "N° CI R™ N CI

R=H (88%), CH, (77%)

Fig. 19 Reduccion de compuestos nitroaromaticos con varios sustituyentes en el anillo de
benceno

Baik™?*°® publicé una serie de articulos en los cuales se reporta la reduccién de
grupos nitroaromaticos utilizando S. cerevisiae en condiciones extremas (pH 14, 70 —
80°C, a reflujo, Metanol/Etanol:Agua). Sin embargo, se demostré posteriormente que
esta metodologia no es una transformacion, sino una reduccién quimica hecha por los
productos de reaccién de los carbohidratos y el NaOH™’. La caracteristica que deben
tener los sustratos para ser reducidos por la levadura no se cumplen en este tipo de
reacciones, en las cuales es posible reducir moderadamente a nitroaromaticos con
electrondonadores. Ademas, los azoxibencenos se obtuvieron como subproductos o
intermediarios en estas reacciones y pueden ser reducidos por las levaduras bajo estas
condiciones (figura 20).
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NO, NH,
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NH,
N=N
Sk
R R R

MeOH/EtOH
H,0, 70-80°C
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R s, cerevisiae - | N S. cerevisiae > | N
MeOH/EtOH ~ MeOH/EtOH P
R2 NO; H,0, 70-80°C |2 N" Rl p,0,70-80°c R? N" R
R3 2-24hrs, R3 O 2-24hrs. R3

Fig. 20 Reduccién de grupos nitro utilizando a S. cerevisiae en condiciones extremas

Por su parte Eichberger™® redujo las nitroacetofenonas a las correspondientes

aminofeniletanidas. Las -, y-nitrometilcetonas alifaticas han sido reducidas dando los

correspondientes nitroalcoholes™®.

Los compuestos nitroalifaticos son considerados intermediarios valiosos para la

preparacion de compuestos biolégicamente activos tal como los alcaloides, esteroides,

derivados de aminoécidos, inhibidores de enzimas, entre otros. En cuanto a la
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reduccion de nitroalquenos (nitro olefinas, y pB-nitroestirenos), se conoce que S.
cerevisiae tiene la capacidad de hidrogenar dobles enlaces C=C que son deficientes de
electrones, dando asi un método para la hidrogenacion asimétrica de nitro olefinas.
Este tipo de sustratos deben tener sélo un hidrégeno en la posicién a, de otra manera el
nitrocompuesto saturado podra sufrir una racemizacion bajo condiciones suaves.
Ohta’®®?! Kawai'®**%® McAnda'®* reportan la reduccién selectiva de los 2-nitro-
1-fenilpropenos dando los nitroalcanos correspondientes incubados con S. cerevisiae

con rendimientos moderados como se muestra en la figura 21.

R1
R1> <H S. cerevisiae R2“'\<CH2NOZ
R2 NO H

2

Fig. 21 Reduccion de los 2-nitro-1-fenilpropenos con S. cerevisiae

La transformacion de B-nitroestirenos con S. cerevisiae a 31-32°C por 24 hrs., da
los nitroalcanos correspondientes. Cuando un grupo nitro esta sustituido en el anillo de
benceno, se realiza una reduccion selectiva, formando primero el nitroalcano

acompafiado con los amino derivados®®® (figura 22).

H__ NO,
H S. cerevisiae NO,
R1 R3 R1 R3
R2 R2
H._ NO, NO, NO,
R S. cerevisiae R+ R
O,N o,N H,N

Fig. 22 Transformacion de B-nitroestirenos con S. cerevisiae

Navarro-Ocafia®® reporta la reduccién de los 3-nitropropenonitrilos con S.

cerevisiae obteniendo los isoxazoles correspondientes y no la reduccion del doble
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enlace como se habia reportado. Ademas, obtuvo otro compuesto denominado oxima
(figura 23).

R Fen

R Fen .
>—< S. cerevisiae _ m
O,N CN N. N

2 O

Fig. 23 Transformacion de los 3-nitropropenonitrilos con S. cerevisiae
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2. Objetivos

Objetivo general

Estudiar la biotransformacion de los nitroalquenos (Z)-3-nitro-3-alquil o aril-2-
fenilpropenonitrilos a sus oximas correspondientes por la accion de la levadura de pan

S. cerevisiae, proponiendo el siguiente mecanismo de reaccion:

R Fen o R Fen R Fen
— S. cerevisiae — - > <
O,N CN N CN N 4 CN
/7 N\ N\
(sustrato) H OH OH

Sintesis de productos
naturales R Fen

Precursores de MNH
medicamentos
! \ R Fen o
"
Sintesis de ) ? H
heterociclos +
/ d
R

NH
N
(azirina) Fen . R Fen

Antibidticos de

amplio espectro 7 /
o AN NH, N \ NH,
a-y B-aminoacidos OH O o

(oxima) (5-aminoisoxazol)

Fig. 24 Mecanismo propuesto para la transformacion de nitroalquenos.

Objetivos particulares

¢ |dentificar los productos e intermediarios de la reduccién de los nitroalquenos (Z)-
3-nitro-3-alquil o aril-2-fenilpropenonitrilos con S. cerevisiae.

e Determinar que la reduccion de los nitroalguenos (Z)-3-nitro-3-alquil o aril-2-
fenilpropenonitrilos a sus oximas correspondientes, sucede por la accién de la
levadura de pan, S. cerevisiae.

e Identificar el mecanismo de reaccion

e Estudiar la influencia del pH en el rendimiento de los productos de la reduccion.
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3. Procedimiento Experimental

3.1. Material y equipo

El fenilacetonitrilo con el que se prepararon todos los sustratos es de Eastman-Kodak.
Los aldehidos sustituidos y los demas compuestos son de marcas comerciales de grado
analitico, asi como los disolventes utilizados tanto para el aislamiento de productos,
cromatografias en capa finay HPTLC.

Para los analisis cromatograficos en capa fina se utilizaron cromatoplacas de
aluminio con gel de silice G-60/UV2s4 de Macherey-Nagel. La silica gel utilizada para la
cromatografia en columna es de la misma marca con un tamafo de malla de 70-230 y
de 230-400. Las cromatoplacas para HPTLC son de vidrio, cubiertas con gel de silice
de 0.2 mm de espesor, con un tamafio de 10X10 cm. El densitometro utilizado en la
técnica de CP o CCFAR es CAMAG3 Scan.

Las soluciones reveladoras utilizadas fueron:

e Sulfato Cérico. 12 g de sulfato cérico IV, 22.5 mL de acido sulfurico concentrado
y 350 g de hielo. Las aminas dan un color rojo o violeta al contacto con el
revelador. Bajo calentamiento, los compuestos nitro generan manchas amarillas.
Otros compuestos de las levaduras dan manchas cafés por calentamiento.

e Yodo (Vapores). Es un revelador universal para muchos compuestos organicos.

e Permanganato de potasio. Reactivo universal para compuestos organicos. Se
rocia con una solucion de 1.6% de permanganato de potasio en acido sulfarico
concentrado. Posteriormente se calienta a 180°C durante 15-20 minutos.

¢ Ninhidrina. Se utiliza para la deteccion de aminoacidos, aminas, aminoazucares,
se rocia con una solucion de 0.2 g de ninhidrina en 100 mL de etanol y se
calienta a 110°C hasta que aparecen manchas rojizas.

Los puntos de fusion se determinaron en un equipo Fischer-Jones y se reportan

sin corregir. Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN *H y °C) se
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determinaron en espectrometros Varian Gemini y Varian VXR-300s, empleando CDCL;
y DMSO-d6 como disolventes. Los desplazamientos quimicos (d) se reportan en partes
por millén (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz). Los espectros de
masas (EM) se elaboraron en un equipo Hewlett-Packard modelo 5945 A, JMS-SX102A
JEOL y JMS-AX505, mediante técnicas de impacto electronico o por ionizacién quimica.
Los espectros de infrarrojo (IR) se llevaron a cabo en espectrofotometros PERKIN-
ELMER 283 y NICOLET FT-IR 55X, la absorbancia de infrarrojo se reporta en cm™.

Las biotransformaciones se efectuaron en un equipo INNOVA 4330 con agitacion
y ajuste de temperatura constante. El material biol6gico utilizado en las
biotransformaciones fue levadura de pan Saccharomyces cerevisiae comercial, Saft-
Instant, SAF Productcs, Mineapolis, MN. 55415.

3.2. Metodologia

3.2.1. Sintesis de los (2)-3-nitro-alquil o aril-propenonitrilos.

Como ejemplo se ilustra la preparacion del (Z)-3-nitro-2,3-difenilpropenonitrilo. Se
mezclaron 7.02 g (60 mmol) de fenilacetonitrilo, 6.36 g de benzaldehido (60 mmol) y 40
mL de etanol al 95 %. A esta mezcla se le agregaron lentamente y con agitacion
vigorosa 3 mL de NaOH al 40 % y se continuo la agitacion hasta la solidificacion
completa.

El solido formado se colecto por filtracion al vacio, se lavé con 12 mL de agua
helada y 3 mL de etanol frio. El sélido se cristalizé en etanol al 80% evaporandose parte
del disolvente hasta la saturacion. Se obtuvieron 9.96 g (80.62%) de cristales blancos
con punto de fusion de 85-87 °C y Ry de 0.415 en Hex:AcOEt 9:1. Los datos
espectroscépicos concuerdan con los publicados®’. Este se nitré para obtener el
sustrato deseado como se indica a continuacion.

Se colocaron 2.05 g de (2)-2,3-difenilpropenonitrilo, en un matraz bola de 250 mL

disuelto en 50 mL de tetracloruro de carbono y se le adicionaron 0.2 g de yodo como
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catalizador; se agité y se enfri6 a 0°C de manera continua y se le afladieron gases
nitrantes de la siguiente manera:

A 5 mL de THF en un matraz bola de 500 mL se le adicionaron lentamente 15 mL de
acido nitrico al 75%, este proceso se repite nueve veces. Los gases nitrantes obtenidos
se burbujearon al matraz de reaccion hasta saturacion y se mantuvieron asi hasta la
reaccion total del sustrato, la cual se monitoreo por CCF. Terminado la reaccion, se le
extrajo el exceso de 6xidos nitrantes mediante una bomba de vacio y se le adicionaron
100 mL de tiosulfato de sodio al 20% para eliminar el Yodo. Se separoé la fase organica
de la acuosa; la fase organica se concentré en un rotaevaporador y a la fase acuosa se
le hicieron tres extracciones de 50 mL cada uno con acetato de etilo, el cual también se
concentrd. Los concentrados finales se juntaron y se cristalizaron en etanol caliente. Se
obtuvieron 1.78 g (72%) de cristales en forma de agujas color amarillo con p.f. 94-96 °C
y un R; de 0.465 en Hex: AcOEt 8:2. Los datos fisicoquimicos concuerdan con los
publicados™®.

3.2.2. Transformacion de los (z)-3-nitro-alquil o aril propenonitrilos en agua

A seis gramos de levadura S. cerevisiae, 6 g de sacarosa y 100 mL de agua destilada
se les colocaron en un matraz Erlen Meyer. Esta mezcla se puso en un agitador orbital
de temperatura controlada a 30 °C y 150 rpm durante 30 minutos (periodo de
activacion). Después, 1 mmol de sustrato disueltos en 6 mL de acetona se adicionaron
a la mezcla que se conservo en las mismas condiciones de temperatura y agitacion por

un periodo de 24 horas.

3.2.3. Seguimiento del mecanismo de reaccion

El mecanismo de la reaccidén se siguié por cromatografia en capa fina, tomando
alicuotas de 2 mL a las cuales se les agreg6 2.5 mL de acetato de etilo, se mezclaron y
se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 minutos, se separ6 la fase organica y se repitio
una vez mas el procedimiento para obtener un volumen aproximado de 5 mL de la fase

organica que se utliza en la realizaciébn de las cromatoplacas en un sistema de
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hexano:acetato de etilo 8:2. La deteccion de los compuestos se hizo mediante luz UV, y

las soluciones reveladoras antes descritas.

3.2.4. Aislamiento y purificacion de productos

Después de 24 horas, la biotransformacion se saco de la incubadora, se saturd con
cloruro de sodio (20 g), se le adicionaron 100 mL de acetato de etilo, 20 g de celita 'y se
agitdé durante 10 minutos. La mezcla se filtré al vacié poniendo una cama de celita de 20
g. Al residuo solido y la fase acuosa se les hicieron tres lavados a cada una con 100 mL
de acetato de etilo. Las fases organicas se secaron con sulfato de sodio anhidro y se
concentraron, obteniendo un concentrado de color rojizo. Para obtener una buena
cantidad de los productos, se juntaron los concentrados de 3 biotransformaciones.

La purificacion se realizé mediante cromatografia en columna, utilizando gel de
silice cono fase estacionaria y como fase movil mezclas de polaridad creciente de
hexano:acetato de etilo (1:0, 9:1, 8:2, 7:3 y 1:1). Se obtuvieron 2 compuestos que por
orden de elusion fueron el 5-amino-alquil o aril-4-fenilisoxazol y los 2-fenil-alquil —aril-3-

oximinopropanamidas. Los datos espectroscopicos se muestran en el apéndice 1.

3.2.5. Determinacion de la influencia de S. cerevisiae en la reaccion

Para determinar que la reaccion de reduccidén de los (Z)-3-nitropropenonitrilos a sus
oximas correspondientes es de caracter enzimético, se realizaron los siguientes

procedimientos.

Medio liquido de reaccién

50 mL de agua y 3 g de sacarosa se colocaron en un matraz Erlen Meyer y se llevaron
a un agitador orbital a 30°C y 150 rpm durante 30 minutos. Al terminar el tiempo de
activacion, se agregaron 0.5 mmol del sustrato disuelto en 3 mL de acetona y se siguio

el curso de reacciéon durante 24 horas.
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Levadura inactivada por temperatura

En un matraz Erlen Meyer se colocaron 50 mL de agua, 3 g de sacarosa, 3 g de
lavadura de pan; y se colocé en un agitador orbital a 30°C y 150 rpm durante 30
minutos. Después del tiempo de activacion, el matraz de reaccion se dejo en un bafio
Maria a 80°C por 30 minutos. Posteriormente, se regreso al agitador orbital y hasta que
la temperatura se estabiliz6 en 30°C, se agregaron 0.5 mmol de sustrato disueltos en 3
mL de acetona y se monitoreo el curso de reaccion durante 24 horas. Cabe destacar
gue para demostrar que las levaduras se inactivaron, se tom6 una muestra del medio
de reaccion antes de agregar el sustrato y se cultivaron en agar PDA (Agar papa
dextrosa) por tres dias, revisando las cajas a los 3, 5y 7 dias.

Levadura inactivada por metanol

3 g de sacarosa, 3 g de S. cerevisiae y 50 mL de agua se colocaron en un matraz Erlen
Meyer de 250 mL. La mezcla se activé en un agitador orbital a 150 rpm, a 30°C durante
30 minutos. Al término de la activacion, la mezcla se centrifugd durante 5 minutos a
5000 rpm, se separO el sobrenadante y la biomasa se resuspendié en 50 mL de
metanol.

Esta nueva mezcla se dej6 en el agitador orbital durante 30 minutos con las
condiciones antes mencionadas y, al término, se centrifugd para separar el metanol de
la levadura y se resuspendio con el sobrenadante acuso. La mezcla se dej6 estabilizar
durante 30 minutos y se le agregaron 0.5 mmol de sustrato disueltos en 3mL de
acetona.

Para verificar que S. cerevisiae estuviese inactiva, se tomé una muestra del

medio de reaccion y se cultivo en placas de agar PDA.

Sobrenadante de activacion y levadura resuspendida en agua

La mezcla de activacion se prepar6é como se explica en los apartados anteriores, sélo
que después del periodo de activacion, la mezcla se centrifugd y el sobrenadante
resultante se utiliz6 como medio de biotransformacién bajo las condiciones antes

mencionadas.
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La levadura que quedd como botén se resuspendié en agua destilada, se llevo al
agitador orbital y se dejé incubar a 30°C y 150 rpm por 30 minutos, y se agregd 0.5

mmol de sustrato.

Extracto crudo de la levadura en el medio de reaccion

Una vez activada la mezcla de reaccion (3 g de S. cerevisiae, 3 g de sacarosa,
50 mL de agua a 30°C y 150 RPM durante 30 minutos), ésta se centrifugd, separando
el sobrenadante y la levadura; a la levadura se le agregaron 50 mL de nitrégeno liquido
y se maceraron por 5 minutos. La operacion se realiz6 una vez mas y la levadura se
resuspendié en su sobrenadante; se llevd de nuevo a periodo de incubacion y al
término de éste se le agregaron 0.5 mmoles de sustrato. Se tomaron alicuotas para
seguir el curso de reaccion.

Para verificar que la levadura esta inactiva, pero no su maquinaria enzimatica se
cultivé un poco de este medio de reaccidén en agar PDA y se verifico el crecimiento del

microorganismo a los 3, 5y 7 dias.

3.2.6. Implementacion del método de analisis y determinacion cuantitativa del

mecanismo de reaccion

Se utilizé un equipo de CP o CCFAR (cromatografia planar o cromatografia en capa fina
de alta resolucion) CAMAG-Scan3 para medir la concentracion de sustrato y productos
de la biotransformacion. Primeramente, se hicieron curvas patron de cada uno de los
compuestos puros a concentraciones conocidas (2.0 — 50 umol).

Después se monitored el mecanismo de la biotransformacién, tomando alicuotas
de 2 mL del medio de reaccién a diferentes tiempos que se extrajeron dos veces cada
una con 2.5 mL de acetato de etilo. En cada ocasion, las mezclas se centrifugaron a
5000 rpm durante 5 minutos para separar rapidamente las fases. Las fracciones
orgénicas se juntaron, se aforaron a 5 mL y se aplicaron 10 uL de esta solucién a las
placas de silica gel. Las placas se eluyeron dos veces, la primera con hexano:acetato

de etilo 8:2 para cuantificar el sustrato y el 5-aminoisoxazol, y la segunda con
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hexano:acetato de etilo 1:1 para cuantificar a la oxima. La cuantificacion se realizé

interpolando los resultados del monitoreo en las curvas patrén.

3.2.7. Influencia del pH en Ila transformacion del (2)-3-nitro-2,3,-

difenilnitropropenonitrilo

En un matraz Erlen Meyer se adicionaron 3 g de sacarosa, 3 g de levadura y 50 mL de
buffer de fosfatos a pH 7. La mezcla de reaccion se activd en un agitador orbital a 30°C
y 150 rpm durante 30 minutos. Al término de la activacion se ajusté el pH a 5, 7 u 8
durante 15 minutos (con una solucién de hidroxido de amonio al 10% y una solucion de
acido aceético al 10%, que son una base y un acido deébil). Ajustado el pH, se agregaron

0.5 mmol del sustrato disuelto en 3 mL de acetona y se siguio el curso de reaccion.
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4. Resultados y Discusion

4.1. Sintesis de los (2)-3-nitro-alquil o aril-propenonitrilos

La obtencion de los (Z)-3-nitro-alquil o aril-propenonitrilos se realizé con la siguiente ruta

de sintesis:

CN 0 R Fen ccl,, | R Fen
+ R-cHo NaOH 40% S—=( 4 1o S—(
EtOH 96% H CN THF,HNO; oN CN

R = Fenilo; Metilo; 4-metoxilo; 4-Clorofenilo

Fig. 25 Ruta de sintesis de los (Z)-3-nitro-alquil o aril-propenonitrilos.

En la primera fase se prepararon los (Z)-2-fenil-3-aril o alquil-propenonitrilos que
son la materia prima de los productos nitrados. Estos presustratos se sintetizan
mediante la reaccion de condensacion de Knoevenagel en la que se hacen reaccionar
un aldehido sustituido con el fenilacetonitrilo en presencia de una base utilizando etanol
como disolvente'®. Estos compuestos fueron caracterizados y comparados con los
descritos en la literatura por su punto de fusién y R;, como se muestran en la tabla 1.

Las constantes espectroscépicas se describen en el apéndice.

Tabla 1. Comparacion de los puntos de fusion (p.f.) y rendimientos (Ren) de los productos de la reaccion
de Knoevenagel

Compuesto  p.f.2 (°C) p.f.° (°C) Ren? (%) Ren® (%) Referencia
FCN 85-87 85-86.5 80.62 80-90 167y 169
PhCROTO 99-101 100-103 31.80 40 167y 169
metoxiFCN 93-95 93.5-94.5 80.43 80-90 167y 169
cloroFCN 100 100-101.5 82.00 80-90 167 y 169

2= experimental; °= publicado.
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La segunda fase fue la introduccion del grupo nitro en los presustratos antes
mencionados en la posicion 3 y del mismo lado del nitrilo. El agente nitrante utilizado
fue el desarrollado por Navarro-Ocafia®®.

Estos compuestos fueron comparados y caracterizados con los descritos en la
literatura. Las constantes espectroscopicas se muestran en el apéndice.

En la tabla 2 se muestran los puntos de fusién y rendimientos obtenidos de la
reaccion de nitracion mediante la cual se prepararon los sustratos que se reduciran con

S. cerevisiae.

Tabla 2. Comparacidn de los puntos de fusién (p.f.) y rendimientos (Ren) de los productos de nitracion

Compuesto p.f.2 (°C) p.f.> (°C) Ren? (%) Ren® (%) Ref.
FCNN 94-96 95.5 71 92 13
PhCRONO, 114-116 115 64.71 75 13
4-metoFCNN 91-94 92 72.24 a0 13
4-CIFCNN 115-117 116 84.78 a0 13

2= experimental; °= publicado.

4.2. ldentificacion de los bioproductos de la transformacion de los 3-

nitropropenonitrilos.

Las transformaciones realizadas con S. cerevisiae utilizan a la levadura liofilizada,
solucion amortiguadora a pH 7, y una fuente de carbono (glucosa, fructosa, sacarosa e
incluso se ha utilizado glicerol)!”°. Estos ingredientes se mezclan en un matraz Erlen
Meyer y se colocan en un agitador orbital a 150 rpm y 30°C durante 30 minutos o hasta
1 hora. A esta etapa del proceso se le denomina tiempo de activacion.

Pasada esta primera etapa se agrega el sustrato a ser transformado, se calcula
el tiempo de reaccion y se extrae el producto del medio de reaccion. Con esta
metodologia es posible transformar un gran nimero de compuestos, que pueden ir
desde la reduccion de dobles enlaces, reduccion de grupos carbonilos, interconversion
de grupos funcionales con reactividad similar, sintesis de heterociclos vy
especificamente para el objetivo principal de este trabajo la reduccion del grupo nitro.
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La reduccion de los 3-nitropropenonitrilos se realizé de la siguiente manera: en
un matraz Erlen Meyer se colocaron 1.5 g de levadura liofilizada, 1.5 g de sacarosa y 25
mL de solucién amortiguadora a pH 7. Todo esto se coloco en un agitador orbital a 150
rpm, a 30°C durante 30 minutos. Después del tiempo de activacién se agregaron 0.25
mmol del sustrato modelo (3-nitro-2,3-difenil-propenonitrilo, FCNN) disuelto en 3 mL de
acetona, y se dejo reaccionar por 12 horas.

Después de transcurrir el tiempo antes mencionado, la reacciéon se detuvo,
obteniendo después de aislar y purificar dos productos: el 5-aminoisoxazol (FCNN-isox)
y la oxima correspondiente (FCNN-oxim).

Ambos productos de la reaccion fueron caracterizados por sus constantes fisico-
guimicas junto con las constantes de los otros tres sustratos nitrados biotransformados

y se muestran en el apéndice 1. Las reacciones de transformacion se muestran en la

figura 26.
Sustrato Bioproductos
E Fen Fen Fen Fen
Fen>_< en S. cerevisiae _ 7\ + 2
” N NH N. NH,
O,N CN N6 2 OH o
FCNN FCNN-isox FCNN-oxim
HC Fen H,C Fen H,C Fen
3N — S. cerevisiae _
= ~ |\>|/_\§—NH + N.E_gﬁNHz
02N CN ‘O 2 OH O
PhCRONO, PhCRONO,-isox PhCRONO,-oxim
CH.O CH,O
CH,O 3 3
F Fen Fen
__ren S. cerevisiae _ 7 + %
B N NH N. NH,
O,N CN 0 2 OHOQ
4-metoFCNN 4-metoFCNN-isox 4-metoFCNN-oxim
Cl
Cl cl
Fen Fen Fen
_ S. cerevisiae _
- N T N NH,
02N CN 0 2 OHQ
4-CIFCNN 4-CIFCNN-isox 4-CIFCNN-0xim

Fig. 26. Estructuras quimicas de los sustratos empleados y sus bioproductos correspondientes
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4.3. Influencia de S. cerevisiae en la reduccion de los 3-

nitropropenonitrilos a sus oximas correspondientes

Varios autores!®’ 171174

proponen que cuando se utiliza una gran cantidad de biomasa
por gramo de sustrato (relacion 30:1) en las reacciones con S. cerevisiae existe la
posibilidad de que la reduccibn sea quimica, pues se encuentran cantidades
estequiométricas de compuestos reductores de bajo peso molecular como
carbohidratos, compuestos reducidos como la cisteina y en casos mas especificos la
realizacion de las reacciones a altas temperaturas, pH por arriba de 12 y la presencia
de cosolventes como el metanol en el medio de reaccion™#*%°,

Ante estos antecedentes se procedid a determinar la accion de S. cerevisiae en
la transformacion de los 3-nitro-alquil o aril-propenonitrilos mediante la realizacion de
varios ensayos.

Las transformaciones se realizaron en un agitador orbital de temperatura
controlada a 30°C y 150 rpm durante 24 horas tomando alicuotas a los 0, 30 y 60
minutos y posteriormente a las 2, 4, 8, 18 y 24 horas.

Las cantidades de los reactivos que se utilizaron son: 25 mL de solucion
amortiguadora a pH 7, 1.5. g de levadura y 1.5 g de sacarosa y segun el caso 1.5 g de
albumina, 50 mg de cisteina. La mezcla de reaccion se activa por 30 minutos y se le
agrega 0.25 mmol de sustrato disuelto (sustrato modelo, FCNN) en 1.5 mL de una
solucion de acetona:etanol 1:1. La aparicién de productos se observo por cromatografia
en capa fina (CCF). Los resultados de los ensayos realizados se presentan en la tabla

3.
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Tabla. 3 Sistemas ensayados para determinar la influencia de S. cerevisiae en la reaccién de reduccién
de los 3-nitropropenonitrilos.

Sistema  Sol. Amortiguadora Sacarosa Levadura Sustrato Sustrato Productos
apH7 recup (%)

A X X X 92

B X X X

C X X XA X 93

D X X X? X 90

E X X X© X 49 1,2
F X X XP X 1,2
G X E X 95

H X X xF X 1,2
| X X X X 1,2
J X X X 53 1,2
K X X 3 X 89

L X X 4 X 91

1: 5-aminoisoxazol; 2: Oxima; 3: Cisteina; 4: Albimina; * Levadura inactivada por altas temperaturas (80
°C); ® Levadura inactivada por metanol, © Levadura inactivada por bajas temperaturas; P Extracto crudo
de levadura; © Sobrenadante de la fase de activacion; "~ Levadura centrifugada del medio de activacion y
resuspendida en solucién amortiguadora.

Transformacion en ausencia de S. cerevisiae (sistema A) y en ausencia de

sustrato (sistema B)

En el caso del sistema A (solucion amortiguadora a ph / y sacarosa), al agregar el
sustrato modelo (FCNN) después de la fase de activacion y durante 24 horas de
monitoreo, no se observd la formacion de algin producto de reaccion. De la extraccion
de la mezcla total de reaccién se obtuvo el 92 % de sustrato recuperado, el 8% restante
probablemente se perdié durante la manipulacién de la muestra al tomar las diferentes
alicuotas y en la extraccidbn misma de la reaccion. De este experimento se puede
mencionar que la interaccién de la solucién amortiguadora a pH 7 y de la sacarosa con
el 3-nitropropenonitrilo no lleva a la obtencién de los productos ya descritos ni a la
obtencion de algun otro producto.

Para descartar que tanto el 5-aminoisoxazol y la oxima fueran productos del
metabolismo de la sacarosa en presencia de S. cerevisiae (sistema B), se procedio a
monitorear esta reaccion y no se observd la presencia de alguno de estos dos
compuestos, por lo que los sistemas A y B demuestran que tanto el 5-aminoisoxazol y
la oxima son productos de la transformacion de los 3-nitropropenonitrilos por la accion

de la levadura de pan activada y no por los constituyentes del medio de reacciéon
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Transformacion con S. cerevisiae inactivada (sistemas C, D y E)
Para comprobar que la reduccién del grupo nitro y por consiguiente la obtencién del 5-
aminoisoxazol y la oxima se realiza por la accion de S. cerevisiae activa y que es de

naturaleza enzimatica se procedio a inactivar a la levadura de pan por tres mecanismos:

En el primer mecanismo (sistema C), después de la activacion de la mezcla de

reaccion, ésta se llevdo a 60°C durante una hora y posteriormente se dejéo que se
estabilizara a los 30°C. Se le agregé 0.25 mmol del sustrato modelo (FCNN) y se
monitoreo la reaccion durante 24 horas. Durante el monitoreo no se observo la
aparicion de los dos productos ya identificados. Una variante de este ensayo fue
realizar la transformacion a 60°C durante 24 horas y tampoco se observaron el 5-
aminoisoxazol y la oxima correspondientes.

Para comprobar que la levadura estaba inactiva se tom6 una muestra y se cultivd
en placas de agar papa-dextrosa. Después de una semana de incubacion no se

observo crecimiento de la levadura de pan.

Como segundo mecanismo (sistema D), al terminar el periodo de activacion, se

le agregaron 10 mL de metanol y después de una hora, se le adicion6 0.25 mmol de
sustrato modelo (FCNN). Durante el seguimiento de la reacciébn no se observé ninguno
de los bioproductos. De igual manera que en el primer mecanismo de inactivacion se
tom6 una muestra y se cultivd en placas de agar papa-dextrosa y no se observo

crecimiento del microorganismo.

Un_tercer_mecanismo_(sistema E) fue la inactivacion de la levadura a bajas

temperaturas de la siguiente manera: al término del tiempo de activacién de la mezcla
de reaccion, ésta se centrifugé y se separaron las células y el sobrenadante. Las
levaduras centrifugadas se resuspendieron en un poco agua y se les coloco en un bafio
de metanol y hielo seco por una hora. Posteriormente, se les agregé de nuevo el
sobrenadante y se llevaron a 30°C y se les adicioné el sustrato. Después de 24 horas
se observo la presencia del sustrato (49%) y ambos productos. Al cultivar las células en
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placas de agar papa-dextrosa durante una semana no se observd crecimiento de las
levaduras.

De estos experimentos se puede decir que para que la reaccion ocurra se
necesita que la levadura este activa, para que puedan producir la cantidad necesaria de
cofactores para la reduccion de los grupos nitro. Cabe recordar que como se mencioné
en el marco tedrico, la reduccion del grupo nitro es un proceso de tipo redox y que las
enzimas que pueden estar involucradas en este proceso necesitan la presencia de
NADH o NADPH como cofactores.

Transformacién con extracto crudo fresco de S. cerevisiae (ensayo F)
Un ensayo que permite determinar la caracteristica enzimatica de la reduccién de los 3-
nitropropenonitrilos es el realizar la transformacidon de este tipo de compuestos con un
extracto crudo fresco de la levadura de pan. El extracto se preparé de la siguiente
manera: una vez terminada la fase de activacion, la mezcla de reaccion se colocé en un
bafio de sonicacion en 3 periodos de 5 minutos cada uno. Posteriormente, se agito la
mezcla de reaccién durante 20 minutos con microesferas de vidrio para terminar de
romper a las células. Al término de este proceso se separaron las microesferas de
vidrio, se colocé la mezcla de reaccion a 30°C y se agreg6 el sustrato modelo (FCNN).
La reaccidn se monitoreo a los tiempos anteriormente establecidos y se detecto la
presencia del 5-aminoisoxazol y la oxima correspondiente.

Para comprobar que las levaduras estaban rotas, pero funcional la maquinaria
enziméatica se cultivd parte del extracto en placas de agar papa-dextrosa. Después de
una semana de incubacidbn no se observo crecimiento. Ademas, al observar una

muestra de las placas de cultivo al microscopio no se observaron levaduras completas.

Transformacién con el sobrenadante de activacion (sistema G) y con la levadura
resuspendida (sistema H)

Una vez realizada la activacion de la mezcla de reaccion se centrifugd a 6000 rpm
durante 5 minutos, se recupero el sobrenadante al cual se le agregaron 0.25 mmol del
sustrato modelo (FCNN). La reaccion se monitoreo en los tiempos establecidos y

después de los cuales no se encontré ninguno de los productos de la transformacion.

44



Resultados y discusion

Con este ensayo se comprueba que el medio de reaccion no interviene en la
transformacion de los 3-nitropropenonitrilos, por lo que es importante tener a S.
cerevisiae activa y presente para que se lleve a cabo esta reduccion catalitica.

En cuanto al botén de levaduras que quedd después de la centrifugacion se
resuspendioé en igual cantidad de solucion amortiguadora a pH 7 y se le agrego la
misma cantidad del sustrato modelo (FCNN), la reaccion se monitoreo durante 24 horas
y al término de este lapso se encontraron los productos, el 5-aminoisoxazol y la oxima y
no se detecto sustrato.

De estos experimentos se puede concluir que se necesita la presencia de S.
cerevisiae activa y lo que realiza la transformacién es la maquinaria enzimatica presente

en la levadura y no es el medio de reaccion o algo excretado por las levaduras de pan.

Transformacidon con la mezcla de reaccion completa (sistema |) y en ausencia de
sacarosa (sistema J)

Terminada la fase de activacion (sistema I) se agregd el sustrato (FCNN) y se
monitoreo la reaccion en los tiempos establecidos anteriormente. Al término de la
transformacién sdélo se observé la presencia del 5-aminoisoxazol y de la oxima. Cabe
destacar que el sustrato ya no se observo en la reaccion después de las 8 horas de
reaccion.

En el sistema J, realizado so6lo con solucion amortiguadora a pH 7 y levadura de
pan, después del tiempo de activacion se agreg6 el sustrato y se monitoreo la reaccion.
A las 18 horas de reaccion todavia se detecto la presencia de sustrato junto con los dos
productos.

La rapidez en la que el sustrato es transformado en el ensayo | y la demora en el
experimento J hace suponer que la sacarosa es una fuente de carbono altamente
asimilable por las levaduras, y al ser colocada en el medio de reaccién, permite al
organismo sintetizar la cantidad suficiente de cofactores e incluso permitir su

crecimiento.
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Transformacion con mercaptanos (sistemas Ky L)

En otros ensayos para descartar que la presencia de mercaptanos podrian realizar la
transformacion, se sustituydé a S. cerevisiae por cisteina (sistema K) y en otro por
albumina de huevo (sistema L), pues se conoce que la cisteina tiene un grupo tiol y la
albumina de huevo también los tiene en su estructura proteica que junto con fuerzas
débiles les ayuda a mantener la estabilidad de la proteina y en algunos casos se
encuentra en los sitios cataliticos.

En cada uno de los ensayos no se logré la reduccion del sustrato después de 24
horas de reaccion.

A manera de conclusion de esta seccién, se menciona que la reduccion de los 3-
nitropropenonitrilos se da por la accion de S. cerevisiae activa y no es debida al medio
de reaccion, pues solo se logré obtener la transformacioén del sustrato cuando hay la
presencia de la levadura, ya sea, en células enteras o en extracto crudo; cuando se ha
llevado la fase de activacién o sin ella y en presencia o ausencia de la fuente de
carbono (sacarosa).

Cabe destacar que cuando la levadura se activa con la sacarosa como fuente de
carbono, la reaccién se realiza en menos tiempo y se obtienen los productos de

reaccion antes mencionados.
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4.4. Estabilizacion del pH durante la reaccion de los 3-

nitropropenonitrilos

Como se menciond en los objetivos particulares de este trabajo, uno de los puntos
clave es determinar cémo influye el pH en el rendimiento de los dos bioproductos de la
transformacion, se busco un método eficaz para controlarlo a pH 5, 7y 8.

El método que mejor se adecuo a la investigacion fue el siguiente: En un matraz
Erlen Meyer se adicionaron 1.5 g de sacarosa, 1.5 g de levadura liofilizada, 25 mL de
solucion amortiguadora de fosfatos a pH 7, se colocaron en un agitador orbital de
temperatura controlada a 150 rpm, 30°C, durante 30 minutos. Después del tiempo de

activacion se ajusté el pH como se muestra a continuacion:

pH acido o base Observaciones
2 mL de &cido acético al 10% Para cada uno de los pH que se
2 mL de hidroxido de amonio al 10% requieren el 4cido o la base se
8 6 mL de hidréxido de amonio al 10 % agregan lentamente.

Pasados los 15 minutos de la estabilizacion en los diversos pH se adicionaron
0.25 mmol del sustrato (FCNN) disueltos en 3 mL de acetona y se midio el pH a los
diferentes intervalos de tiempo, dando como resultado la figura 27.
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Fig 27. Estabilizacién del pHa 5,7y 8
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Después del tiempo de activacion de la levadura en una solucion amortiguadora
a pH 7, esta se ajusto6 al pH deseado, permitiendo que se estabilizara y, posteriormente,
se adicion¢ el sustrato. EI pH se monitoreo durante toda la reaccion, observando que
éste se mantenia en el pH requerido para la reaccion de los 3-nitropropenonitrilos.

Al identificar el numero de productos en cada uno de los pH revisados después
de las 8 horas de reaccién se observé que en todos los casos son el 5-aminoisoxazol y

la oxima.

4.5. Implementacion de un meétodo de analisis de reactivos y

productos para seguir el curso de reaccion

Para determinar de manera cuantitativa la reduccion de los 3-nitropropenonitrilos por S.
cerevisiae se procedié a implementar un método de andlisis para cuantificar los
reactivos y los productos de la reaccidon. La técnica a emplear se basa en el HPTLC
(High Planar Thin Layer Cromatography o cromatografia en capa fina de alta
resolucién), en la cual se cuantifica la absorcién de cada una de las manchas en cada
uno de los carriles deseados.

Al sustrato modelo, y a los productos, el 5-aminoisoxazol y la oxima, se les
identificé la longitud de onda de maxima absorcidn obteniendo los siguientes resultados
para cada uno de ellos:

- Sustrato modelo (FCNN) Amax abs.: 300 nm.

- 5-aminoisoxazol (FCNN-iSOX) Amax abs.: 265 nm.

- Oxima (FCNN-0Xim) Amax abs.: 247 nm.

Una vez obtenidos estos datos se procedio a realizar las soluciones estandares
de cada uno y realizar las curvas patron para cada uno de los compuestos. De las
curvas patron se obtuvieron sus ecuaciones a partir de una regresion lineal por minimos

cuadrados.
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- Sustrato modelo (FCNN): y = 499282954.007X con una R? = 0.924.
- 5-aminoisoxazol (FCNN-isox): y = 297775507.257X con una R? = 0.876.
- Oxima (FCNN-oxim): y = 300481650.215X con una R? = 0.914.

Cabe destacar que las longitudes de maxima absorcién para los otros sustratos y
sus bioproductos junto con sus ecuaciones se presentan en el apéndice 1. A partir del
método de andlisis que se ha implementado se continué con la determinacién del curso

de reaccion de los 3-nitropropenonitrilos a sus oximas.

4.6. Determinacion del curso de la reaccion

La determinacién del curso de reaccién se realizé con el sustrato modelo (FCNN) a pH
7 con la metodologia de activacion, estabilizacion de pH y los tiempos de monitoreo
anteriormente establecidos. El curso de reaccion se siguié mediante cromatografia en
capa fina (CCF).

4.6.1. Transformacion de los 3-nitropropenonitrilos a los 5-aminoisoxazoles

Durante el curso de reaccion se observo que después de agregar el sustrato (FCNN)
(15 segundos) se da la transformacion, apareciendo el 5-aminoisoxazol (FCNN-isox) y
otro compuesto al que se le denomind intermediario (Interm.), el cual desaparece a los
30 minutos. A los 5 minutos se nota ya la presencia del segundo producto, la oxima
(FCNN-oxim).

El FCNN reacciona totalmente a los 120 minutos, mientras que el 5-
aminoisoxazol y la oxima permanecen en el medio de reaccion incluso hasta después
de 24 horas.

Para averiguar si el compuesto intermediario, interm, es el que da origen al 5-

aminoisoxazol o a la oxima, se trato de aislar y purificar, obteniéndose unos cuantos
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miligramos de un polvo blanco que al estar en solucion con acetato de etilo se convirtid
al FCNN-isox y no se encontr6 algun otro compuesto.

El compuesto intermediario no pudo ser identificado dada su alta inestabilidad en
el disolvente de extraccion y en otros disolventes que se probaron como fue el metanol,
hexano, acetona y diclorometano. S6lo cuando fue rociado con una solucion de
ninhidrina como agente revelador para aminas, hidroxilaminas y aminoacidos da un
color rojizo, por lo que se podria intuir de que se trata de la hidroxilamina.

Esto se puede mencionar porque se ha citado en la literatura'****®

gue la
reduccion del grupo nitro en sistemas biologicos va del grupo nitro al nitroso vy
posteriormente al grupo hidroxilamino, ambos compuestos son mucho mas téxicos e
inestables que la molécula de origen, y esta accion la realizan las enzimas del tipo de
las nitroreductasas, donando pares de electrones a partir de pirimidin nucleotidos
reducidos’®®®.

Una vez obtenido el grupo hidroxilamino, podria ocurrir un ataque al grupo nitrilo
(CN) formando un segundo intermediario (interm?2) el cual por la pérdida de un protén

forma el 5-aminoisoxazol (FCNN-isox). Como se observa en la figura 28.

R>_<Fen Enzima redox R>_<Fen
oN  CN N CN
(su ) (hidroxilamina)
R - Fen H' R Fen
R_ Fen R__Fen ﬁ A >/_\§—
S—( _ . -
N CN ,N>_>&:N H‘N~O f’\LH N‘o NF,
H OH H O.
interm H= FCNN-isox
(hidroxilamina) (5-aminoisoxazol)

Fig. 28 Reduccion del FCNN a su 5-aminoisoxazol.

El siguiente paso a seguir para determinar el curso de reaccion es conocer si la

oxima es proveniente del 5-aminoisoxazol o de alguno de los intermediarios, para lo
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cual se realizé la transformacion con el 5-aminoisoxazol (FCNN-isox) ahora como

sustrato bajo las siguientes condiciones:

¢ Biotransformacién en ausencia y presencia de S. cerevisiae.
¢ Biotransformacion con levadura inactivada por metanol y temperatura (80 °C).

e Biotransformacion con extracto crudo de levadura fresca.

Para cada uno de los puntos se utilizdé la metodologia explicada en la parte

experimental y el curso de reaccion se siguio por cromatografia en capa fina.

4.6.2. Transformacion en presencia y ausencia de levadura de Pan

Cuando la reaccién se realiza en presencia de S. cerevisiae y al tomar una muestra
inmediatamente después de agregar el 5-aminoisoxazol que ahora es el sustrato de la
reaccion, no se observaron otros compuestos. Al pasar los primeros cinco minutos de
la reacciéon es cuando se detecté la presencia de la oxima (FCNN-oxim) y hasta las 24
horas que duré la transformacién se detectaron ambos compuestos.

Al realizar la reaccion con la ausencia de la levadura de pan S. cerevisiae y el 5-
aminoisoxazol, después de 24 horas sélo se detecto la presencia del sustrato. Este

resultado sugiere que la levadura de pan es responsable de la biotransformacion.

4.6.3. Transformacion con levadura inactivada por metanol y temperatura (80 °C)

Cuando la biotransformacion se realiza con la levadura inactivada, ya sea, por metanol
o por altas temperaturas. Después de 24 horas de reaccidén no se detecté la presencia
de otro compuesto a parte del 5-aminoisoxazol. Esto indica que no so6lo se necesita la
presencia de la levadura de pan para realizar la reaccion, también se requiere que la
levadura esté activa para que se dé la transformacion. Estos resultados indican por lo
tanto que la levadura ademas de estar presente, su maquinaria enzimatica debe de

estar activa para que se lleve a cabo la reaccién.
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4.6.4. Transformacién con extracto crudo de levadura fresca

Cuando la transformacion se realizo con el extracto crudo se observo la formacion del
compuesto que denominamos oxima a los 10 minutos. Cabe destacar que en este
experimento tanto el 5-aminoisoxazol y la oxima de detectaron durante todo el tiempo
que duro la reaccion.

Los resultados anteriormente descritos demuestran que el 5-aminoisoxazol es
transformado a su oxima correspondiente por la levadura de pan. Ademas la levadura
debe de estar activa, lo que indica fuertemente que la reaccion puede ser enzimatica y
no es producida por el medio de reaccién o alguna sustancia excretada por la levadura

al medio. Por lo que el curso de reaccidon se muestra en la figura 29.

+

R - Fen H
R>:<Fen S. cerevisiae _ R>:<Fen—> R>:Cn—>ﬁ:§1 1
O,N CN SN, oN No =N N =N
o e i~
(hidroxilamina) interm?2
R Fen
R Fen < S cerevisiae >/_\§~
N\>/_$ﬁNH2 N.o~NH,
OH O
FCNN-oxima FCNN-isox
(oxima) (5-aminoisoxazol)

Fig. 29 Curso de la reaccion de la transformacion de los (Z)-3-nitro-3-alquil o aril-2-fenil-
propenonitrilos a sus oximas correspondientes.

Una vez encontrado el curso de la reaccion se procedid a determinar como

influye el pH en el rendimiento de los bioproductos.

52



Resultados y discusion

4.7. Influencia del pH en el rendimiento de los productos de la

transformacion

Una vez conocido el curso de la reaccion de los (Z)-3-nitro-3-alquil o aril-2-fenil-
propenonitrilos a sus oximas correspondientes se procedié a determinar la influencia del
pH sobre el rendimiento de los productos de la transformacién como a continuacion se

indica.

4.7.1. Influencia del pH 7 en el rendimiento de los bioproductos

La primera determinacion que se hizo fue a pH 7, la fase de activacion, de ajuste del
mismo y el seguimiento del curso de la reaccion se realiz6 como anteriormente se ha
mencionado. Después del analisis de las muestras por cromatografia de capa fina de

alta resolucion se construyo la siguiente gréfica (figura 30):
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Fig. 30 Determinacion cuantitativa del curso de reaccion de los 3-nitropropenonitrilos a pH 7.
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Cuando la transformacién se realiza a pH de 7 practicamente después de
agregar el sustrato modelo (FCNN), ya se detecta la presencia del 5-aminosixazol
(FCNN-isox) en un 44 9%, su mayor concentracion se da a los 10 minutos y
posteriormente se mantiene hasta que la reaccion se detiene con un porcentaje que
oscila entre un 46 y 48 %.

La oxima (FCNN-oxim) se detecta hasta pasados los primeros cinco minutos con
una concentracion de 10% incrementandose hasta llegar a un maximo de 45 % y
conservando esta concentracion durante toda la reaccion.

El sustrato se detecta en concentraciones menores conforme pasa el tiempo de
reaccion, siendo transformado totalmente a los 120 minutos.

La proporcion del 5-aminoisoxazol y de la oxima a pH 7 se mantienen
practicamente en una razon de 1:1 pues el rendimiento final de ambos compuestos es
de un 46 % vy 43 % respectivamente, dando una eficiencia del 89%.

Cuando se probaron los otros tres sustratos a este pH se encontr6 que el
comportamiento de los sustratos es parecido al que mostrd con el sustrato patron y es
ilustrado en la tabla 4 en donde se ubican los tiempos de reaccion (transformacion total
del sustrato), porcentaje de 5-aminoisoxazol y de la oxima a ese tiempo y el porcentaje
total de moles de la reaccion.

Tabla 4 . Rendimiento del 5-aminoisoxazol y su oxima correspondiente de los 3-nitropropenonitros a
pH 7.

Sustrato T.dereaccion 5-aminoisoxazol (%) Oxima (%) moles totales (%)
FCNN 120 46 43 89
PhCRONO2 90 36 41 77
4-metoFCNN 120 40 38 78
4-CIFCNN 180 39 41 80

Como se muestra en los datos obtenidos los tiempos de reaccion varian de 90
minutos para el PhCRONO2 a 180 minutos para el 4-CIFCNN, la proporcion de los
rendimientos entre el 5-aminoisoxazol y la oxima se conserva en 1:1 y el porcentaje de

moles totales es moderadamente bueno.

54



Resultados y discusion

4.7.2. Influencia del pH 5 en el rendimiento de los bioproductos

Cuando la transformacion se realiz6 bajo las mismas condiciones de activacion,
ajustando el pH a 5, tomando muestras a los tiempos ya definidos y analizandolas por

la técnica antes mencionada se construyo la siguiente gréafica (figura 31):
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Fig. 31 Determinacién cuantitativa del curso de reaccion de los 3-nitropropenonitrilos a pH 5

Al minuto de agregar el sustrato se observa la formacién de 5-aminoisoxazol con
un 8.7 % y su porcentaje va en aumento hasta que se mantiene a los 120 minutos con
un 54 %.

En cuanto a la oxima esta aparece hasta los 10 minutos con un porcentaje de
alrededor del 12 % que va en aumento llegando hasta un 32 %, el cual también se
mantiene constante durante todo el tiempo en el que se llevé a cabo la reaccion.

El sustrato a su vez va disminuyendo poco a poco hasta ser transformado
totalmente a los 300 minutos, tiempo en el cual la reaccion se da por terminada.

Las proporciones del FCNN-isox y la FCNN-oxim se mantienen incluso hasta
después de las 24 horas, siendo el 5-aminoisoxazol el que presenta el mayor
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rendimiento con un 54%, y la oxima un poco més de la mitad de éste con un 32 %. Esto
nos da una proporcién de 1.7:1 respectivamente.

Dado este resultado se puede mencionar que la obtencién del 5-aminoisoxazol
se ve favorecida a pH acido obteniéndose en mayor cantidad, mientras que la oxima se
da en menores rendimientos.

El curso de reaccion presentado con el sustrato modelo se ve respaldado por la
transformacion que se realizé al mismo pH con los otros tres sustratos propuestos como

se observa en la tabla 5:

Tabla 5 . Rendimiento del 5-aminoisoxazol y su oxima correspondiente de los 3-nitropropenonitros a
pH 5.

Sustrato T. dereacciéon 5-aminoisoxazol (%) Oxima (%) moles totales (%)
FCNN 300 54 32 86
PhCRONO2 540 50 36 86
4-metoFCNN 540 44 33 77
4-CIFCNN 480 45 34 79

El rendimiento global de las transformaciones va de moderadamente bueno a
bueno (77-86 %), en ninguno de los casos el rendimiento de 5-aminoisoxazol va por
debajo del 40, y el rendimiento de la oxima no sobrepasa el 37%. Lo que indica que el
5-aminoisoxazol se ve favorecido a este pH.

Los tiempos de reaccion son cortos pues se llevan a cabo en cuestion de horas
teniendo registros de 6 horas como en el caso del FCNN a 9 horas como en el
PhCRONOZ2 y 4-metoFCNN.
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4.7.3. Influencia del pH 8 en el rendimiento de los bioproductos

Al realizar la transformacion a pH 8 y siguiendo el curso de reaccion se construyo la

siguiente gréfica (figura 32) con los datos obtenidos:
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Fig. 32 Determinacioén cuantitativa del curso de reaccion de los 3-nitropropenonitrilos a pH 8.

En el caso de la reaccion a pH 8, el sustrato es totalmente transformado a los 90
minutos. El 5-aminoisoxazol aparece al primer minuto después de que el FCNN es
agregado a la mezcla de reaccion presentado un 14 %, el cual va incrementando hasta
llegar a un 36 % a los 30 minutos y a partir de ese momento comienza a disminuir su
concentracion hasta un 27% a partir del cual se mantiene durante todo el tiempo de
transformacion.

La oxima (FCNN-oxim) aparece hasta los primeros cinco minutos con un
rendimiento del 12.5% el cual va incrementando poco a poco hasta llegar a un
porcentaje del 70 %.

Cuando la reduccion se realiza a pH 8 se nota claramente que la oxima se ve
favorecida por la modificacion de este parametro, pues es la que se encuentra en

mayor proporcion (2.4 veces mas aproximadamente) y el 5-aminoisoxazol se encuentra
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en menor proporcion. Los resultados de los demas sustratos analizados se presentan a

continuacion:

Tabla 6 . Rendimiento del 5-aminoisoxazol y su oxima correspondiente de los 3-nitropropenonitrilos a
pH 8.

Sustrato T. de reaccion 5-aminoisoxazol (%) Oxima (%) moles totales (%)
FCNN 90 27 70 97
PhCRONO2 30 34 51 85
4-metoFCNN 60 26 63 89
4-CIFCNN 90 38 55 93

En todos los casos se observa que efectivamente la oxima es favorecida a pH 8,
y la proporcion que guardan el 5-aminoisoxazol y la oxima es de 1:2 aproximadamente,
en cuanto a los tiempos de reaccién son cortos, incluso mas que los encontrados en los
otros pH, siendo el més corto el de la transformacion del PhCRONO?2 y el mas largo el
del FCNN y el 4-CIFCNN. El rendimiento de la oxima se considera bueno pues va de un
51 a un 70 %, por lo que este método puede ser una buena opcion para sintetizar este

tipo de compuestos a partir de 3-nitropropenonitrilos o de 5-aminoisoxazoles.

4.7.4. Comparacion del porcentaje de moles totales del 5-aminoisoxazol y la

oxima correspondiente

Determinados los cursos de reacciéon a los pH 5, 7 y 8 se compararon los tiempos de
transformacion del sustrato junto con los tiempos de aparicion y rendimientos de los
productos:

El mayor rendimiento del 5-aminoisoxazol se obtiene a pH 5 con un rendimiento
del 54 %, después le sigue la biotransformacién a pH 7 con un 46 % vy, por ultimo,
cuando la reaccion se lleva a cabo a pH 8 con un rendimiento del 27 %. Todos estos

resultados se presentan en la siguiente grafica (figura 33):
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Fig. 33. Produccion del 5-aminoisoxazol a los diferentes pH.

Cabe destacar que los rendimientos encontrados son buenos e incluso mejores a
los que se han reportado en la literatura™?, utilizando a Saccharomyces cerevisiae por
lo que se comprueba que éste es un método facil de utilizar, de bajo costo y compatible
con el medio ambiente.

Cuando se compara la obtencion de la oxima de la misma manera como se hizo

con el 5-aminoisoxazol, se obtiene el siguiente grafico (figura 34):

59



Resultados y discusion

80

70 A

60 -

% Moles iniciales

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Tiempo (min)

| —— FCNN-0xim pH 7 —— FCNN-oxim pH 5 FCNN-oxim pH 8 |

Fig. 34. Produccion de la oxima a los diferentes pH.

En el caso de la oxima su mayor rendimiento es a pH 8 con un 70%, le sigue el
pH 7 con una rendimiento del 45 % vy, al final, la transformacion a pH 5 con un 32 %. Lo
gue indica que la obtencién de la oxima se ve favorecida a pH alcalino.

Otro parametro que se ve afectado al realizar la reduccion es el tiempo de
reaccion siendo el menor de ellos a pH 8 con 90 minutos, le sigue el pH 7 con 120

minutos y al final el pH 5 con 300 minutos

Como conclusién a esta seccion del trabajo se puede mencionar que:
e El rendimiento del 5-aminoisoxazol y/o la oxima correspondiente se varian
dependiendo del pH utilizado siendo favorecido el primero a pH acido y el

segundo a pH alcalino.
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5. Conclusiones

Como conclusiones del trabajo aqui realizado podemos mencionar:

e Se determindé que la presencia de S. cerevisiae activa es necesaria para la
reducccion de los (Z)-3-nitro-alquil o aril-propenonitrilos a sus isoxazoles y sus
oximas correspondientes.

e No se logro la obtencién del compuesto denominado intermediario debido a su
inestabilidad pero hay indicios de que se trata de una hidroxilamina.

e Se demostr6 que el compuesto llamado intermediario da origen a los 5-
aminoisixazoles.

e Se determind que el curso de la reaccion va de los (Z)-3-nitro-alquil o aril-
propenonitrilos a sus 5-aminoisoxazoles y de éstos a sus oximas
correspondientes y ambos procesos se realizan en presencia de S. cerevisiae
activa.

e Se implemento un método de andlisis de reactivos y productos para seguir del
curso de la reaccion.

e Se determiné que el pH afecta al rendimiento de los dos productos

e El producto 5-aminoisoxazol es favorecido a pH acido teniendo un rendimiento
de hasta el 55 %.

e El producto oxima es favorecido a pH alcalino teniendo un rendimiento de hasta
un 75 %.
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7. Apéndice

Datos espectroscopicos de los sustratos nitrados

Sustrato

(Compuesto Nitrado)

IR (cm™)

EM m/z (intensidad
relativa)

RMN *H (8,
ppm; Hz)

Fen. Fen

O,N CN

O,N CN

PhCRONO;

Fen
O,N CN

4-metoFCNN

3061, 2931, 2220,
1591, 1543, 1332

2885, 2220, 1630
1536, 1333

3119, 2862, 2223,
1603, 1540, 1352

250 (M, 18), 204 (100), 7.40 (br,s, 10H)

203 (84), 176 (60)

280 (M*,1), 115 (100),
140 (59), 103 (52)

7.51 (m,5H),
2.41 (s, 3H)

280 (M*, 50), 234 (100), $8.19 (d,
238 (95), 219 (40), 190 J=8.9,2H),7.45

(62), 77 (17)

(d, J=8.9 2H),
7.28 (m, 5H)
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Datos espectroscopicos de los 5-aminoisoxazoles

5-aminoisoxazol

IR (cm™)

EM m/z (intensidad
relativa)

RMN *H (8, ppm;
Hz)

Fen Fen
MN H,
O

FCNN-isox

H,C. Fen
/

PhCRONO»-isox

CH,0.
Fen
N< \ NH
(6]

4-metoFCNN-isox

Cl
\Q{n
/
N\O \ NH,

4-CIFCNN-isox

3490, 3394, 1637,
1603, 1502, 1477,
1431

3310, 2924, 2853,
1656, 1606, 1507,
1460, 1436

3465, 3323, 3170,
2925, 2851, 1638,
1611, 1503

3492, 3396, 3010,
2927, 1602, 1500

236 (M*,100), 208
(62), 89 (47)

174 (M", 35), 158 (5),
146 (25), 130 (16),
115 (11), 89 (33), 77
(54)

266 (M", 55), 238
(15), 222 (10), 135
(100), 134 (90),
105(22), 77(21).

270 (M*, 100), 269
(20), 242(25),
235(22), 207(25),
139(100), 89(38),
77(25)

d 7.49(m,10H,arom),
4.53 (s, 2H, NH>),
4.53 (intercambio
D,0)

3 2.5 (s, 3H, Me),
4.5 (s,2H, NHy),
7.35 (m, 5H, arom),
4.5 (intercambio
D,0).

5 3.76 (s, 3H,
OCHz3), 4.60 (s, 2H,
NH_), 6.80 (d,
J=8.7Hz 2H, arom),
7.35 (d, J=8.7 Hz,
2H), 7.22 (m,5H,
arom), 4.60
(intercambio D,0)

3 4.55 (s, 2H, NHy),
7.31 (m, 9H, arom),
4.55 (intercambio
D,0)
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Datos espectroscopicos de los 2,3-difenil-3-oximinopropanamida

5-aminoisoxazol

IR (cm™)

EM m/z (intensidad RMN *H (8, ppm; Hz)

relativa)

Fen Fen

7

N\
OH (o

NH

FCNN-oxim

H.C

3 Fen

2

AN
OH &

NH,

PhCRONO,-0xim

CH,0

4-metoFCNN-0oxim

3390, 3190, 1748,
1659, 1597, 1453,
1398.

3467.6, 3411.2
3207.9, 1693.1
1651.9, 1600.8,
1398.4, 1012.5,
700.1

3446, 3338, 2924,
1747, 1670, 1602,
1575, 1508

236 (M*, -H,0, 10),
208 (25), 192 (7),
105 (100), 89 (18),
77 (20), 63 (12)

192 (M", 3), 175(M",
-H,0, 7), 149 (100),
132 (75), 117(44),
90 (15), 57 (14).

284 (M*, 2), 266
(M*, -H,0, 10), 135
(100), 97(5), 57 (12)

6 7.80 (m, 2H, arom),
7.3 (m,8H, arom),
6.30 (amplio, 1H,
CONHy), 5.80 (an,
1H, CONH,), 4.20 (s,
1H, C-H), 6.30y 5.80
(intercambio D,0)

8 10.5 (s, 1H, =NO-
H), 7.20 (m, 5H,
arom), 7.30 (am, 1H,
CONHgy) 6.89 (an, 1H,
CONHy), 4.40 (s,1H,
C-H), 1.70 (s, 3H, C-
CHs=, 7.30y 6.89
(intercambio D,0).

5 7.94 (d, J=9 Hz,
2H, arom), 6.90 (d, J=
9 Hz, 2H, arom), 7.30
(m, 5H, arom), 5.8 (s,
amplio, 1H, CONH,),
5.6 (s, amplio, 1H,
CONH,), 5.5 (s, 1H,
C-H), 3.8 (s, 3H, O-
CH3), 5.8y 5.6
(intercambio D,0)
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