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RESUMEN

RESUMEN

Las aminas son materia prima muy importante para obtener productos con amplia
actividad bioldgica. Estas se pueden obtener por reduccion quimica directa del grupo
nitro. Sin embargo, en la reduccidon quimica de un compuesto alifatico nitrado (CALN),
se obtienen los enantiomeros R y S, implicando que se tengan que separar los isdmeros.
Esta reaccion de reduccion es realizada por una gran variedad de agentes, aunque es
poco selectiva y genera derivados muy contaminantes. Por lo tanto, gran parte de la
investigacion al respecto, estd enfocada a la bisqueda de reductores mas selectivos y
que formen un solo tipo enantiomeros. Una opcién muy interesante y que cumple con
los requisitos anteriores, al menos, hasta el momento, para compuestos aromaticos
nitrados (CAN), es el uso de microorganismos.

Se sabe que Saccharomyces cerevisiae no reduce CAN sustituidos con grupos
electrodonadores (OH, OCHjs, etc.), en este trabajo se evalud la capacidad de una serie
de microorganismos en la biorreduccion de algunas nitroacetanilidas sustituidas, usando
como sustratos modelo: la 4-hidroxi y la 4-metoxi-2-nitroacetanilida (HNAC y MNAC),
con el objetivo de hallar alguna cepa capaz de reducir CAN sustituidos con grupos
donadores de electrones. Se uso la misma coleccion de microbios en la transformacion
de dos 1-fenil-2-nitropropanos a manera de obtener las aminas quirales, pues hasta hoy
no existe reporte de una biorreduccion del grupo nitro de un CALN. Con los resultados
obtenidos se demostr6 que de entre al menos dieciocho cepas evaluadas una S.
cerevisiae produce el 83% de la amina a las 2 h de incubacién, con una concentracion
de la HNAC de 0.5 mg/mL. Por otro lado, la bacteria Escherichia coli fue la unica que
transformé los CALN y produjo s6lo un producto: las hidroxilaminas u oximas. Se

identificaron como productos de oxidacion a las cetonas derivadas.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Los compuestos nitrados (CN), son producidos a escala masiva como precursores de
sintesis de una gran diversidad de quimicos como los pesticidas, herbicidas, pigmentos,
plasticos, municiones y explosivos. No obstante, el uso excesivo de algunos de estos
compuestos, asi como su desecho en aguas residuales ha contribuido en aumentar la
contaminacion ambiental.

Debido a la distribucion de los CN en la biosfera y a estudios de biorremediacion de
suelos y/o aguas contaminadas con estos productos, se demostrd que existen microbios
capaces de metabolizar parcial o totalmente estos compuestos. Los microorganismos
que degradan parcialmente los CN (nitrofenoles, nitrotoluenos, TNT, etc.), son capaces
de generar, de manera casi exclusiva, como productos finales de la transformacioén a las
aminas derivadas y en ciertas ocasiones las hidroxilaminas (figura 1).

DEGRADACI()N PARCIAL DE CAN

NO, NHOH NH, NH, NH,

Figura 1: Degradacion parcial de algunos CAN realizada por diferentes cepas microbianas

Entre los principales microorganismos que reducen selectivamente CN se hallan
diversas cepas de: Pseudomonas, Bacillus, Salmonella, Enterobacter sp, Azotobacter
sp, E. coli, algunos hongos como Rhodosporidium sp, y levaduras entre las que destaca
S. cerevisiae, entre otros microbios mas.

Publicaciones relacionadas con la biocatélisis, han reportado la reduccion selectiva
del grupo nitro de varios CAN, mediante el uso de microorganismos, principalmente S.
cerevisiae. Esta levadura se ha empleado en la biotransformaciéon de nitro alquenos,
nitrosoarenos y N-6xidos y en estos estudios se demostrd que S. cerevisiae, no reduce
CAN sustituidos con grupos donadores de electrones (OH, SH, NH;). Por otro lado,
hasta donde se sabe, no existen reportes de la biorreduccion del grupo nitro de un
compuesto alifatico nitrado (CALN). Esto ha despertado el interés de encontrar alguna
cepa microbiana capaza de reducir CAN sustituidos con grupos donadores de electrones

y compuestos alifaticos nitrados para obtener aminas o hidroxilaminas quirales.
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1.1 GENERALIDADES DE LOS COMPUESTOS NITRADOS (CN)

El grupo nitro exhibe una gran diversidad de acciones quimicas y biologicas. Este
grupo tiene la capacidad de atraer a los electrones fuertemente y crear deficiencias
electronicas localizadas en diversos sitios de las moléculas’ >,

Los CN reaccionan con sustancias bioldgicas tales como los aminoacidos, acidos
nucleicos, etc., y producen cambios biologicos generalmente muy dafiinos. No obstante,
este mismo grupo tiene un amplio uso en la industria farmacéutica, pues sus derivados
actiian como antibioticos, herbicidas, antiparasitarios, tranquilizantes, insecticidas, entre
otros. Algunos CN actian como desacoplantes del transporte de electrones durante la
fosoforilacion oxidativa (ADP + fosfato=>ATP), un ejemplo es el 2,4-dinitrofenol’.

En general, la quimica del grupo nitro es muy importante en la sintesis organica,
pues se transforma facilmente en otros grupos funcionales (por la formacion de sales de
diazonio, reacciones de acilacion y alquilacion®, hidrélisis oxidativa de los nitro
alquenos para obtener aldehidos y cetonas’ y se usa para formar enlaces carbono-
carbono). Los compuestos nitrados se pueden clasificar como: compuestos aromaticos
nitrados (CAN) y compuestos alifaticos nitrados (CALN). En la figura 2, se muestran

ejemplos de ambos tipos de compuestos nitrados.

OZNWoH

0]

NO,

Acido 3-nitropropiénico (CALN)  Nitrobenceno (CAN)
Figura 2: Ejemplos de CALN y de CAN

1.1.1. Sintesis de los compuestos nitrados

Los primeros CN fueron sintetizados por Mitscherlich en el afo de 1834 al tratar
hidrocarburos de alquitran con una mezcla de acido nitrico y sulfurico. Esta reaccion,
con solo ligeras modificaciones, es utilizada desde entonces en la preparacion de una

gran variedad de CN° (figura 3).

NO, m-cloronitrobenceno uso:
NG anilina farmaceutico
5 azobenceno agroquimico
- — > frinitrotolueno — plasticos
1,50, p_onretanos explosivos
hidrocarburos colorantes

Figura 3: Utilidad de la reaccién de Mitscherlinch.
Obtencion de diversos compuestos con dtomos de nitrégeno, generalmente derivados del nitrobenceno, de

gran interés industrial
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1.2. IMPORTANCIA DE LOS COMPUESTOS AROMATICOS NITRADOS
(CAN)
Los CAN, son muy usados como precursores de: explosivos, colorantes, alcaloides

farmacos, agroquimicos y plasticos. A partir de los CAN, es posible obtener una amplia
gama de productos derivados, entre los que destacan los compuestos heterociclicos con
atomos de nitrogeno’. No obstante, la principal reaccion del grupo nitro es su reduccion

para formar aminas.

1.2.1 Sintesis de compuestos heterociclicos a partir de los CAN
Una gran variedad de compuestos aromadticos nitrados que tienen los sustituyentes
adecuados en la posicion orto- son utilizados en la preparacion de compuestos

;s ’ L 8,9
heterociclicos con atomos de nitrogeno” >’ (figura 4).

R
[red]
CLYy ==Y _>@[»
NO NH

2 2
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NO, NH,
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(L ==X —><I I

NO NH
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d) goz gHZ Benzotloazol

R [red] R —
— — 0
ey
NO NHOH N

Benzoisoxazol

H
N
O T==CLr T—CL
D) NO
[red] =reduccién [OH]= medio alcallno N-6xido de qumoxa“na

Figura 4: Sintesis de algunos heterociclos a partir de CAN orfo-sustituidos

Estos heterociclos se han aprovechado como aditivos, abrillantadores, antioxidantes
e intermediaros en sintesis organica, aunque su importancia en esta ultima éarea es
menor’. La ruta de sintesis de estos compuestos normalmente involucra la reduccién de
un grupo nitro para tener la amina, la cual se utiliza para efectuar el cierre del anillo
(figuras 3a-e). No obstante, algunas veces se usa una base fuerte y el mismo grupo nitro

funciona como un electréfilo y provoca el cierre del anillo (figura 3f).
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1.2.2. Bencimidazoles

Los bencimidazoles, compuestos heterociclicos, se preparan a partir de CAN, son
moléculas con gran potencial farmacologico y muy variada actividad biologica.

La sintesis clasica de los bencimidazoles normalmente involucra la formacion de una
orto-nitro-anilina y la posterior reduccion para tener la diamina, la cual se condensa con
un acido aldehido u otro compuesto electrofilico. Finalmente, se realiza el cierre del
anillo mediante ataque electrofilico intramolecular favorecido por un medio de reaccion

acido y calentamiento. Esquema general de la sintesis de los bencimidazoles” (figura 5).

H
NH, Reduccion NH, RCOX N\n/ H* N
—_— — —> \>—R
O calor N
NO, NH, NH, N

Figura 5: Sintesis general de los bencimidazoles

La relativa fécil sintesis de los bencimidazoles permitié preparar gran cantidad de
estos compuestos, con el fin de investigar sus propiedades bioldgicas. La técnica usada
para preparar estas moléculas se conoce como quimica combinatoria y comunmente
usan reacciones en fase solida, ya que hay mayor control de la reaccion'’. En este tipo
de técnicas, la reduccion quimica de uno o dos grupos nitro para tener la “amina y/o la
diamina” es un paso fundamental. Pues es la amina o la diamina, el grupo electrofilico
que se condensa con los carbonilos, generalmente &cido y calor, para efectuar el cierre
intramolecular y obtener el bencimidazol (figura 6). El primer método eficaz para
sintetizar bencimidazoles en fase sélida aparecio afios atras''. Actualmente, existen mas

. . , . o roos 12,13
publicaciones sobre sintesis de bencimidazoles empleando esta técnica = .

(0] (0]
(G O\X NO, > O\X NO,

Resina X=0O, NH

Q F o l\llH
N " NH, R1
X \>—R2 <—_Cj/
) i
R1 R1

Figura 6: Diagrama general de sintesis de bencimidazoles en fase sélida

La principal variacion a la técnica original es el uso de diferentes tipos de resinas,
para evitar limitaciones en la variedad de moléculas sintetizadas'*. Sin embargo, la

reduccién del grupo nitro es fundamental para la sintesis de estos compuestos (figura 7).
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R1 Rt NO, R1  NH,
0 | I
G_//*)Q/NH*)@\/N — N
Resina 0) o)
r—IL_ r—L_
R2 R1 NH R1 NH
| |
N HN N
<1~ =0
N

Figura 7: Sintesis de bencimidazoles en fase sdlida sin grupos funcionales especiales de unién a la resina

1.2.3. Importancia de los bencimidazoles

Los bencimidazoles tienen actividad bioldgica muy variada son: antlparasltarlos15 e,
antivirales'’, antihistaminicos'®, contra la hipertension' y el asma®’. A continuacion, se

muestran dos estructuras quimicas de bencimidazoles comerciales (figura 8).

\/\S OMe
Albendazol \>\ J\ /@ \>_

H Omeprazol
Antiparasitario Inhibidor de secrecion de acido gastrico N

Figura 8: Bencimidazoles, comerciales, con actividad bioldgica importante

Por otro lado, estudios demostraron que nuevos nitrobencimidazoles podrian actuar

contra la hipertension en humanos (figura 9).

O,N N O,N N
T-O 000
N N
H H
HO

Figura 9: Nitrobencimidazoles con actividad de antihipertensivo>

Se report6 también que algunos derivados del 2-metil-5(6)-nitrobencimidazol tienen

actividad antitumoral contra el cancer de mama®* (figura 10).
O,N N ON N ON N
— T 5
N N 7_R‘ N
o C
Figura 10: Nitrobencimidazoles con actividad antitumoral®'

En otro estudio se publico la transformacion de nitrobencimidazoles a benzotriazoles
como un intento por demostrar que esta reaccion puede suceder, bencimidazol a
benzotriazol, en las purinas del ADN después de que éste ha sido nitrado o aminado por

;. . ;. 23
agentes mutagenicos 0 carcinogenicos
La sintesis de los nitrobencimidazoles se realiza principalmente de dos maneras. Una

es sintetizar del nucleo bencimidazoélico (con la gran cantidad de variantes que existen
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- , . . . 24 .
1014 sintesis combinatoria®®, mediante

para la sintesis de estos; ya sea en fase sélida
. , . .. 4 . . . 26
ayuda de microondas®, sintesis tradicional®, mediante el uso de aire como oxidante®, o
, . 27 . . ., . L.
por sintesis paralela™), y la posterior nitracion del anillo aromatico, con una mezcla de

acido nitrico en sulfurico™ * (figura 11).

NO, NH, N HNO, N
==L =00
NO, NH, N H,SO, N
H H
Figura 11: Sintesis de nitrobencimidazoles, mediante la nitracion del bencimidazol

Otra metodologia de sintesis de los nitrobencimidazoles es condensar la 4-nitro-
fenilendiamina con el carbonilo y usar microondas para acelerar la reaccion'. Sin
embargo, aun en las nuevas técnicas de sintesis de los bencimidazoles, las aminas y/o
las diaminas contintian siendo intermediarios clave en la sintesis de estos compuestos
(11 y 12), asi como en la elaboracion de otros heterociclos.

2 O,N N
—=> T I>)-
OMe
N
H

NH,

O,N NH

Figura 12: Sintesis de bencimidazoles nitrados mediante el uso de la diamina nitrada

1.3. REDUCCION QUIMICA DE COMPUESTOS AROMATICOS NITRADOS

La transformacion maés frecuente y quizés la mds importante de los CAN, es la
reduccion del grupo nitro para formar aminas. Esta reaccion es una de las reducciones
mas longevas reportadas sobre compuestos organicos. La primera se remonta al afio de
1854, cuando se utilizd hierro y éacido clorhidrico para producir anilina a partir del
nitrobenceno”®. Desde entonces, méas de una centena de reactivos y técnicas han sido
descritas para llevar a cabo esta reaccion”.

En la actualidad existen gran variedad de agentes reductores capaces de realizar la
reaccion, pero a pesar de la gran cantidad de reductores que existen para efectuar la
reduccion, esta reduccidon continua siendo objeto de diversos estudios, la mayoria de
ellos enfocados a encontrar reductores mas selectivos y que efectiien la reaccion en
condiciones menos drasticas y con procesos menos contaminantes. Sin embargo, estas
técnicas de reduccion presentan desventajas que hasta la fecha no han sido totalmente

superadas.

1.3.1. Reduccion de CAN a aminas aromaticas
Las primeras reducciones de moléculas mono, dinitradas y trinitradas aromaticas se

efectuaron con hierro en acido clorhidrico. Hoy en dia se conocen mas de una centena
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de reactivos y técnicas para realizar esta reduccion. El producto final de la reduccion de
CAN es la amina, aunque siempre hay formacion de subproductos, tales como: nitroso,
hidroxilamina, azoxi e hidrazo, que bajo ciertas condiciones de reaccion pueden ser
. . . ., 29
aislados u obtenidos como productos principales de la reaccion”™ (figura 13).
o .
nitroso =

©N02 3 > @NHOH azoxibenceno —>©~N:N~©
nitro hidroxilamina - @—H —N@ azobenceno
H

- @NHZ hidrazobenceno

amina

Figura 13: Productos e intermediarios de la reduccion quimica de CAN

El método clasico de reduccion es el uso de un metal (Fe, Sn, Zn) en medio acido. El
hierro se emplea por su bajo costo, ademés que no ataca otros grupos funcionales™. No
obstante, con el descubrimiento de la hidrogenacion catalitica este método ha sido muy
utilizado para reducir al grupo nitro. Las principales técnicas de hidrogenacion catalitica

emplean catalizadores como el Platino®’, el Rodio y el Niquel-raney*” >

. No obstante,
estas técnicas exhiben desventajas como: la generacion de desechos toxicos, emplean
condiciones extremas de reaccién, el equipo y las condiciones de seguridad a seguir,
otra muy importante es que muchos grupos funcionales son atacados por el hidrogeno™.

En la reduccion de CAN haldgenados es frecuente que ocurra la substitucion de los
halégenos por el hidrogeno, ésta reaccion negativa depende de factores como: la
posicion del haldégeno en el anillo aromatico, la cual aumenta en el siguiente orden y
con los siguientes halogenos: meta<para<orto y F<CI<Br<I">. No obstante, se continfian
mejorando las técnicas para reducir CAN haldgenados®®. Los principales catalizadores
de este tipo de reaccion de encuentran:

1. Derivados de Iridio: principalmente It/C, Ir-Fe-Cu/C e Ir-Fe/C.

2. Catalizadores de Platino: especialmente Pt-Cu/C, Pt/C + sal de formamidina, Pt-

V/C, Pt-V-H;PO,/C

3. Derivados del Niquel-Raney (Ni-R): Ni-R/NHyl, Ni-R/formamidina sal, Ni-R/V

Existen metodologias que tienen ventajas de selectividad a la hora de reducir ciertas
moléculas nitradas con respecto a otra. Estas utilizan hidruros metélicos, monéxido de

carbono en agua catalizada por sustancias como el Ru(Co);,, sulfuros, y polisulfuros y

., .y r+ 35
se probado, también, la reduccion electroquimica’™.
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1.3.2. Reduccion regioselectiva de dinitroarenos

La mayoria de los procedimientos mencionados reducen compuestos polinitrados a
polianilinas, sin embargo son pocos los reactivos que reducen selectivamente un grupo
nitro en una molécula en la cual existen dos o mas de éstos. Para la reduccion
regioselectiva del grupo nitro de la posicion 2 de los compuestos 2,4-dinitrosustituidos,
existen relativamente pocos agentes capaces de llevar a cabo dicha reaccion (tabla 1).

Tabla 1: Reductores selectivos de la posicion 2 de compuestos 2,4-dinitrosustituidos

X X
' No ! NH
6 2 6 2
5 5 3
4 4
NO, NO,

X Agente reductor Rendimiento (%) | Referencia
H HCO,H.Et;N/Pd 77 36
H Fe/AcOH 50 37
CH; Fe/AcOH 71 37
CH3 H2/RUC12(PfCH3)3 37 38
OH HCO,H.Et;N/Pd 57 36
OH NaZS, NH4OH 67 29
OCH; HCO,H.Et;N/Pd 24 36
NH, H,/5%Rh(AL,03), NH,OH 87 29
NH, HCO,H.Et;N/Pd 49 36
NH2 N2H4‘H20/Ni-Raney 95 39
NH, NaHS 80 40
NHCOCH; HCO,H.Et;N/Pd 56 36
NMCQ SHC12 72 29
CHO TiCl; 50 29

No obstante, para llevar a cabo la reduccion regioselectiva de la posicion 4 de los

compuestos 2,4-dinitro-sustituidos existe un nimero ain menor de reactivos (tabla 2).

Tabla 2: Reductores selectivos de la posicion 4 de compuestos 2,4-dinitrosustituidos

X X
' no ' No
2 2
6 6 2
—
5 5 3
4 4
NO, NH,
X Agente reductor | Rendimiento (%) | Referencia
CH; HCO,H-Et;N/Pd 92 36
NH, H,/5%Pt(C)-HCI 70 29
CH; | Ni-Raney-PrOH, AcOH 93 41
CH; | Ni/Ac. Maleico, AcOH 80 42

De manera particular para CAN sustituidos con heteroatomos, la reduccion se lleva a
cabo con el siguiente complejo catalizador: HCOOHEt;N/Pd, los rendimientos son

. -, 36
superiores al 70% en la reduccion™.
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No obstante, y a pesar de la gran variedad de metodologias para la reduccion de
CAN no existe el agente reductor perfecto. Hasta el dia de hoy, se han mejorado y se
continlia con las mejoras a las técnicas, pero no pueden generalizarse y por ello existen

una gran variedad de agentes reductores dependiendo del compuesto nitrado a reducir.

1.3.3. Limitaciones de la reduccion quimica de los CAN

A pesar de la gran cantidad de metodologias desarrolladas para la reduccion de grupo
nitro, ésta area de la quimica sintética continia en desarrollo debido a que atin no se ha
encontrado el agente reductor ideal. La gran mayoria de estas técnicas presentan en
mayor o menor grado las siguientes deficiencias:

1. Carecen de quimioselectividad. Es decir, reducen también: dobles y triples
ligaduras, carbonilos, cetos y azidas, hidrolizan grupos ciano y amida, destruyen
grupos protectores de aminas, carboxilos, e hidroxilos; eliminan halégenos y en
algunos casos eliminan grupos metoxilo.

2. Generan como subproductos a los intermediarios de reduccion: azo, azoxi, e
hidrazo, en diferentes proporciones. Estos compuestos dificultan la purificacion
de las aminas y disminuyen los rendimientos de las reacciones.

3. Tienen baja regioselectividad, asi que no discriminan entre dos grupos nitro
presentes en una misma molécula.

4. Todas estas metodologias generan una cantidad importante de desechos toxicos.

5. Uso de condiciones de reaccion extremas y equipo especializado.

1.4. LOS COMPUESTOS ALIFATICOS NITRADOS (CALN)

El uso de los CALN en la sintesis orgdnica es muy importante, especialmente los
nitro alquenos y nitro alcanos, pues son versatiles bloques de construcciéon y materia
prima versatil para la sintesis de algunos funguicidas y alcaloides, esteroides, sustancias
con actividad farmacéutica, aminoacidos y derivados de aminodcidos, intermediarios de
sintesis, inhibidores enzimaticos, y particularmente los nitro alquenos son materia prima

. . . , 43
para obtener los nitro alcanos, entre otras muchas aplicaciones mas™.

1.4.1. Los nitro alquenos

Las nitro alquenos son obtenidos frecuentemente via eliminacion de agua a partir del
nitro alcohol formado por la condensacion de aldehidos y cetonas con un nitro alcano
usando la reaccion de Henry**. Existen otras técnicas para producirlos ejemplo: reaccion

.., .. ., e . .. . 45 . . .,
de adicion-eliminacion utilizando -nitro-vinil sulfoxidos™, mediante nitracion de
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, oo . ., .1 46 , <y ’
estirenos sustituidos con ioduro de nitrilo™, via condensacion de aldehidos o cetonas
con otros nitro alcanos®™ *’. La figura 14, muestra un ejemplo de la obtencién de los

nitro alquenos.

CHO X
+ Acetato de Amonio
R —_—No, > R NO
Reflujo 4 a 5h 2

Figura 14: Ejemplo de sintesis de nitro alquenos

Los nitro alquenos son materia prima para sintesis de: cetiminas, hidroxilaminas,
. , 58 . . .,
oximas, aldehidos y cetonas™, y de nitro alcanos, los cuales se obtienen por la reduccion

’ . . 4
del doble enlace, entre otras mas aplicaciones”’.

1.4.2. Reduccion quimica de nitro alquenos a nitro alcanos

Los nitro alcanos se pueden obtener a partir de los nitro alquenos, para ello se han
desarrollado técnicas de reduccion del doble enlace carbono-carbono. Los reductores
més usados son: LiAlH, y NaBH,; pero éstos deshalogenan y reducen carbonilos™. Se
han reportado varias técnicas para la reduccion de nitro olefinas o,p-insaturadas, una de
estas metodologias emula la actividad del NADPH, la reaccién se realiza en solventes
organicos y proporciona buenos resultados en presencia de silica gel en benceno®.
Esquema general de reduccion de nitro alquenos a nitro alcanos (figura 15).

R1/YN02 Reductor - R1/\(N02
Solvente

R2 R1=alquil o aril: R2=alquil o aril R2

Figura 15: Esquema general de reduccion de un nitro alqueno a nitro alcano

Se publico la reduccion de nitro alcanos mediante la formaciéon in situ de la 2-
fenilbencimidazolina a partir de la o-fenilendiamina y benzaldehido, no reportaron
reacciones secundarias y se afirm6 que produce altos rendimientos en tiempos de
reaccion cortos™ . En otro estudio hizo la reduccion de fenilnitroetenos con borohidruro
de sodio (NaBHj), dioxano o tetrahidrofurano (THF), en solucién etanélica. La reaccion
se lleva a cabo en condiciones suaves y reportan tiempos de reduccion cortos y altos
rendimientos’'. Por otro lado, se hizo la misma reduccién usando ademas del NaBH4, la
silica-gel y cloroformo como auxiliares de reaccion, debido a que los autores consideran
que la reduccidn se optimiza en un solvente no polar aprético, como el cloroformo, en
presencia de una fase prética insoluble como es la silica gel, la cual reduce la formacion

’ 52
de los dimeros™.

10
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1.4.3. Importancia de los nitro alcanos

Se conoce la versatilidad del grupo nitro para ser transformado en otros grupos
funcionales como carbonilos, alcanos, alquenos y aminas', por ello los nitro alcanos son
versatiles bloques de construccion y son considerados intermediarios de alto valor en la
sintesis de compuestos como son los esteroides, alcaloides, inhibidores enzimaticos,
aminoacidos, derivados de aminoacidos, y otros productos de interés®.

La importancia de los compuestos alifaticos nitrados (CALN), en sintesis organica se
incrementd con el desarrollo de la sililacion y la subsiguiente formacion de
sililnitronatos para la reaccion de cicloadicion 1-3-dipolar, o mediante el empleo de los
sililnitronatos como sustratos modificados para las reacciones de Henry (condensacion
nitro-aldol), Nef, Mannich y Michael™. Finalmente, los sililnitronatos se transforman en

aminas y/o derivados de éstas (figura 16).
Rl O
X R2 I X R2
— N —_—— =
> < X ~osiMe, > ‘;j
R1 NO, R1 NO,

R2

2 3
o~ - OSiMe,
N

043 R1 R Meozc\/\ril A COMe

4 X 5 OH

Figura 16: Sililacion de CALN para preparacion de aminas
La gran versatilidad de los CALN, les permite ser materias primas para una amplia
gama de reacciones de sintesis para productos derivados como los pirroles, los cuales
pueden ser usados como bloques de construccidn en la sintesis de porfirinas y algunos

derivados de éstos presentan actividad biologica™ (figura 17).

o R1 R2
R1A\HJ\R3 + R,NH, + rs” “No, T RleX\Rg
R2 I

R4

Figura 17: Sintesis de pirroles a partir de los CALN

Se menciono la variedad de productos que se obtienen a partir de los CALN, pero
creo que los principales derivados son las aminas quirales, a las que se les puede dar una

. . . , . . s 58
gran cantidad de funcionalidades después de diversas reacciones de transformacion™.

1.5. REDUCCION QUIMICA DE COMPUESTOS ALIFATICOS NITRADOS
La reduccion rapida y selectiva de los CALN, es muy para la elaboracion de aminas,

a nivel laboratorio, como industrial y concretamente cuando la molécula contiene

11
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grupos susceptibles a ser reducidos. Muchos agentes han sido desarrollados para la
reduccion de CAN®', pero se ha puesto menos atencién a la reduccién de CALN™- ©°,
los cuales habitualmente son reducidos por hidrogenacion catalitica, uso alta presion y

temperatura, y las reducciones son normalmente mas lentas que las de los CAN®'.

1.5.1. Reduccion de los CALN a aminas alifaticas

Hay pocas técnicas de reduccion de los CALN, en comparacion con los CAN. La
mayoria de éstas usan un metal y condiciones muy 4cidas, otras utilizan la transferencia
catalitica de hidrogeno, ya sea homogénea o heterogénea, se ha efectuado también la
reduccion electrolitica™. Se reporto, la reduccién de CALN y CAN, por complejos de
titanio II en solucion de THF/t-butanol y aseveraron obtener buenos rendimientos®*. La
hidrogenacion catalitica con Ni-raney se usa para reducir selectivamente algunos CN, y
ha sido objeto de varias innovaciones, pero continian presentandose en menor o mayor
grado los subproductos. La figura 18, se muestra las estructuras quimicas de productos
aislados de la hidrogenacion catalitica de un CALN®'. Los compuestos no deseados se
presentan, en muchas ocasiones, en rendimientos mayores al de la amina, dificultan su

purificacion y hacen mas costosa la reduccion quimica.

~—NH, ~—NR . R
> > OH
R—r\cozH R—r\COZH . 2 HOZC\/T
<—NO ' ' /
5 2 R AMINA R" IMINA HN/
R “cop —>= <~—NHOH
. <——NHOH S :
COH
R OXIMA  HIDROXILAMINA DIMERO

Figura 18: Productos de la hidrogenacion catalitica de un CALN

Se han realizado modificaciones a la técnica original de hidrogenacion catalitica, las
mas significativas son: adicion monoformato de hidracina, como donador de hidrogeno,
esto resultd en la reduccion casi exclusiva del grupo nitro™. La mezcla: formato de
amonio-Ni-Raney reduce CALN y CAN®. Otro estudio publicé la reduccion de CALN
con cloruro de niquel (NiCl,), en concentracion catalitica, combinado con borohidruro
de sodio, como agente reductor, todo los reactivos solubilizados en metanol, en dicha

solucion acontece la formacion in situ de Ni,B, especie que es el catalizador activo®.

1.5.2. Importancia de las aminas alifaticas
Las aminas alifaticas dpticamente activas, cuando el atomo de nitrogeno se encuentra

unido aun centro estereogénico, tienen gran importancia ya que son compuestos con
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actividad bioldgica, intermediarios de farmacos comerciales y de otros que estan en
J . 64 .
desarrollo, son auxiliares quirales’, en general, son precursores importantes en la
, . . s, 65 . P .,
quimica sintética’”. Las aminas alifaticas se pueden obtener por reduccion del grupo

2963 "o a partir de nitro alquenos® y existen una gran cantidad de

nitro correspondiente
aminas o diaminas derivadas (figura 19).

NO

Oé( Ph R1 COOH

R1 R2
» NO, » 1 2-diamina __alfa-aminoécido
> < ' NH, HzN: OH
04\/} o )\ R1 R2

R1

R1”  "R2
H amina beta-aminoalcohol

Figura 19: Preparacién de aminas dpticamente activas®

Una caracteristica importante y particular de los CALN, es cuando el grupo nitro se
encuentra unido a un atomo que es centro estereogénico, es decir “un centro quiral”. La
reduccion quimica del nitro unido al centro quiral origina la mezcla de los isémeros
configuracionales de la amina (mezcla racémica). Esto puede acarrear consecuencias
negativas para la salud humana cuando de trata de un medicamento, si los isomeros (R'y
S) presentan diferente actividad biologica. A continuacion, se presenta un ejemplo de la
reduccién quimica del grupo nitro de un CALN, se observa que la reduccién quimica

casi siempre se produce los dos enantiomeros Ry § (ﬁgura20).

2 2_NH,
reduccion < 8 < N
:©/Y he H ¥ H  CH,

2R, 28 nitropropano 2R-aminopropano 2S-aminopropano

Figura 20: En la reduccion quimica de un CALN se produce la mezcla racémica

1.5.3. Las anfetaminas
Serie aminas, algunas de las cuales pueden obtener de la reduccion directa del grupo

nitro de algunos CALN. En la figura 21, se muestran las principales drogas de este tipo.

DOM |

0
-~ m Anfetamina < \

Figura 21: Estructura de la anfetamina y sustancias relacionadas

ZT
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La anfetamina, es una droga estimulante que en su forma pura, es un cristal
amarillento. En el afio de 1927, se descubrié que ésta aumentaba la presion sanguinea,
agrandaba los pasajes nasales y bronquiales y estimulaba el sistema nervioso central
(SNC). En 1932, se comercializ6 con el nombre de Benzedrina. Las preparaciones
anfetaminicas incluyen anfetamina sedativo; anfetamina tranquilizante y anfetamina
analgésico. El uso de ésta fue regulado en los afios '60. Actualmente se utiliza contra
una enfermedad rara y seria conocida como Narcolepsia, en la cual sus victimas
padecen de suefio descontrolado®.

Por otro lado, la metilendioxianfetamina (MDA), también conocida como la droga del
amor, fue sintetizada por primera vez en el afio de 1910 en Alemania por Mannich y
Jacobson, pero sus propiedades farmacoldgicas fueron estudiadas hasta el afio de 1939.
Comparte algunas propiedades similares con la anfetamina y en altas dosis provoca
convulsiones. Fue patentada en el afio de 1961, como supresor del apetito y contra otras
enfermedades. Sus principales efectos consisten en incrementar las sensaciones tactiles,
aumentar la percepcion y provoca deseo de estar y conversar con la gente, sin distorsion
de la realidad, ni de producir alucinaciones. Los efectos negativos de la MDA se
presentan en dosis mayores de Img/100mL de sangre, y son los siguientes: aumenta el
ritmo cardiaco, el paciente puede estar completamente sin razén, rigidez general,
pupilas dilatadas, entre otras respuestas negativas mas®’.

Si la anfetamina o la MDA, son obtenidas por reduccion quimica del CALN, se
originaria una mezcla racémica (contiene los isomeros S y R), ya que el grupo nitro esta
en un carbono que es centro quiral. Esto se observa mejor en las figuras 20 y 22.

NO,

2 _NH,
reduccion S

CH,

2R, 2S-nitropropano 2R-aminofenilpropano 2S-aminofenilpropano
Figura 22: Reduccion quimica del 1-fenil-2-nitropropano

Actualmente existen gran cantidad de publicaciones acerca de la MDA en las cuales
estudiaron principalmente la separacion y analisis en sangre de los enantidmeros debido
a que éstos difieren en sus propiedades y es el enantidmero S el de mayor potencial
farmacologico®. En otro estudio, compararon la MDA contra la cocaina y descubrieron
que dosis de la MDA de entre 1.25 y 1.5 mg/kg producen, en ratas, mas del 80% de la
respuesta que la cocaina causa cuando se administra en dosis de hasta 8 mg/kg®’.

Se menciond que cuando se reduce quimicamente un grupo nitro de un CALN unido

a un centro estereogénico se origina la mezcla racémica y los enantiomeros pueden
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presentar desigual actividad bioldgica, si no se tienen las reservas necesarias es probable
que alguno de los isomeros pueda ser dafiino a la salud humana, cuando se trate de un
medicamento u otro producto de consumo humano, por ello es muy importante contar

con metodologias que nos permitan preparar solo uno de los isomeros.

1.5.4. Importancia de la quiralidad en las moléculas

La importancia del estudio y conocimiento de la quirdlidad se debe a los efectos que
pueden pasar por administrar medicamentos que sean mezclas racémicas, cuando uno de
los isémeros sea peligroso para la salud. Tal caso se dio en los cincuentas cuando se
suministré a mujeres embarazadas un fairmaco, una mezcla racémica de talidomida, al
cabo de un tiempo nacieron bebes sin brazos, a éste grupo de personas se les nombro: la
generacion de la talidomida’. Posteriormente, se demostré que el enantiomero R no

causa problemas, mientras que el S tiene caracteristicas teratogénicas (figura 23).

H H
90 _N_ _O Qo0 _N_ _o
R-talidomida S-talidomida
(0] O

Figura 23: Isdmeros estructurales de la talidomida

Esta misma particularidad se observa con la carnitina; pues el isomero R se usa

contra enfermedades cardiacas, y el § es toxico (figura 24).

| OH | OH
) N H COOH *+) N\)\/COOH
R-carnitina S-carnitina

Figura 24: Enantiémeros de la carnitina

Pero, no en todos los casos uno de los isdmeros es toxico, puede simplemente no
presentar el efecto deseado, tal es el caso del isomero R del ibuprofeno, que no es

toxico pero no presenta actividad, mientras que el isomero § es el activo (Figura 25).

COOH COOH
R-ibuprofeno S-ibuprofeno

Figura 25: Enantiémeros del ibuprofeno

Esta desventaja de la produccién de mezclas racémicas podria ser superada con el
uso de biocatalizadores, debido a que las enzimas generalmente aceptan un solo tipo de

configuracion molecular y se podria obtener casi exclusivamente un estereoisémero.
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1.5.5. Problemas de reduccion de los CALN
A continuacion, se mencionan algunas de las principales desventajas que presentan
los métodos de reduccion de los CALN >

1. El sistema de reduccion metal/acido carece de selectividad y requiere medio
fuertemente acido para llevar a cabo la reaccion.

2. La hidrogenacion catalitica usa hidrogeno inflamable y equipos para alcanzar la
alta presion, genera productos como: oximas, iminas, hidroxilaminas y dimeros
de la mina. Algunas veces y dependiendo de otros grupos funcionales que pueda
tener la molécula principal se pueden formar las lactamas (figura 18).

3. La reduccion electrolitica requiere catalizadores complejos en condiciones
acidas o alcalinas, produce rendimientos bajos y necesita de equipo especial.

4. La transferencia catalitica homogénea de hidrogeno requiere complejos muy
caros como catalizadores; la preparacion y aislamiento de los productos es
complicada.

5. La transferencia catalitica de hidrogeno heterogénea emplea metales caros como
paladio, platino, rutenio, entre otros y para el soporte de estos catalizadores se

requieren rigurosas precauciones, tienden a inflamarse en presencia de aire.

1.6. GENERALIDADES DE LAS BIOTRANSFORMACIONES

Una biotransformacion se define como todo cambio en la estructura de un compuesto
quimico realizado por cultivos vivos o parte de ellos. A estos organismos o partes de
ellos se les llama biocatalizadores y pueden ser: células vegetales, células animales,
microorganismos, enzimas, anticuerpos biocataliticos, etc. Estos catalizadores brindan
ventajas en la produccion de sustancias tradicionales o nuevas, respecto a la sintesis
quimica: aceleran la velocidad de la reaccion, las enzimas poseen alta especificidad (en
términos de regio, quimio, y estereoespecificidad), con respecto a los sustratos sobre los
que act@ian. Las enzimas son especificas para un tipo de reaccion, generalmente no
requieren condiciones extremas de reaccion, proveen altos rendimientos de productos
enantioméricamente puros y son capaces de producir compuestos nuevos a partir de
sustratos diferentes a los que suelen transformar a nivel celular’', pero su actividad esta
regulada por las propias moléculas cuyas reacciones catalizan’”,

Las biotransformaciones se han realizado desde que el hombre comenz6 a emplear
levaduras y hongos, en la fabricaciéon de pan, cerveza, vinos y algunos productos

lacteos. No obstante, la primera biotransformacion formal fue estudiada en el afio de
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1862 por Pasteur, cuando uso la bacteria Bacterium xylunum para oxidar etanol y

obtener acido acético. Posteriormente, biotransformo6 la glucosa en acido glucénico con

Acetobacter acety y la de sorbitol a sorbosa mediante Acetobacter sp’°.

Las principales caracteristicas de una biotransformacion son: el tipo de sustrato, el

biocatalizador, condiciones de reaccion, la técnica de biotransformacion y el proceso de

extraccion del producto y se detallan brevemente a continuacion’.

1.

4.

SUSTRATO: debe ser soluble en el medio de reaccion, sin ejercer efecto toxico
al biocatalizador, se adiciona en solucion o adsorbido en algin material inerte
como las arcillas. Este influye en el rendimiento final, ya que compuestos
toxicos inhiben desarrollo del biocatalizador.

BIOCATALIZADOR: debe de efectuar la reaccion deseada. Se seleccionan de
los conocidos, de acuerdo a la reaccion a ejecutar y relacionado estructuralmente
con el sustrato. La forma fisica del catalizador influye en el rendimiento. Como
sera usado depende del tipo de reaccidn, proceso a seguir, al uso de cofactores,
el reciclaje de los mismos y la escala en la que se lleva a cabo la transformacion.
CONDICIONES DE REACCION: los biocatalizadores poseen alta actividad
catalitica en condiciones de reaccion suaves (medio acuoso u organico,
temperaturas alrededor de 40°C, pH cercano a la neutralidad y presion normal).
METODOLOGIA: técnicas para llevar a cabo una biotransformacién:

a. Cultivos en crecimiento: el sustrato se adiciona al biocatalizador en
crecimiento, ya sea al momento de la inoculacién o en la ultima fase de
desarrollo. Ventajas: la manipulacion, ademds permite experimentos en
serie, tiempos de incubacidn relativamente cortos e induccion de la o las
enzimas por el sustrato.

b. Cultives previamente crecidos: el biocatalizador es previamente
incubado en condiciones optimas hasta obtener la biomasa suficiente, se
concentra y resuspende en medio adecuado y después se afiade el
sustrato. Ventajas: el crecimiento y bioconversion se optimizan de modo
independiente, el tiempo de incubacion se reduce hasta 5%, se eliminan
los efectos inhibitorios del crecimiento y se puede ajustar la
concentracion del catalizador hasta un valor 6ptimo deseado.

c. Enzimas purificadas: se limita a enzimas comerciales y utiles en
reacciones a escala preparativa. Usadas con grupos polifuncionales, son

altamente regio, y estereoselectivas o ambas. Siempre disponibles, las

17



MARCO TEORICO

reacciones se efectian en poco tiempo, la concentracion del sustrato
puede variarse sin problemas de toxicidad.

d. Enzimas inmovilizadas: la enzima se fija en un soporte solido, y se
confinan en d4reas restringidas de las que no escapan, pero persisten
activas. Ventajas: facilidad para remover el biocatalizador una vez
inmovilizado. La inmovilizacion de las enzimas aumentan la estabilidad
operacional del catalizador, pero disminuyen su actividad catalitica.

e. Sistemas de dos fases: el biocatalizador permanece en la fase acuosa, y
la fase orgénica sirve como almacén de sustrato y producto. En sistemas
con exceso de fase organica el equilibrio de una reaccién hidrolitica
puede ser llevado de la hidrdlisis a la condensacién. Ventajas: alta
concentracion de sustrato/producto en fase organica, incorporacion
continua del sustrato a la fase acuosa y desplazamiento del producto a la
fase orgénica manteniendo la transformacion y restando los efectos de
inhibicion sobre el catalizador, mejor recuperacion del producto de la
fase organica y a un continuo uso del biocatalizador en la fase acuosa.

5. Extraccion del producto y purificacion: los productos se obtienen tras separar
al catalizador. Acorde a las propiedades fisicoquimicas del producto y medio de
reaccion, se usaran las técnicas de: extraccion, precipitacion, centrifugacion y
destilacion. Los productos se purifican por técnicas de cromatografia, destilacion
fraccionada y recristalizacion.

A continuacion, en la figura 26, se resumen las caracteristicas generales de una
biotransformacion.

-Alta velocidad en condiciones
suaves de reaccion
-Conocido o nuevo

Biocatalizador —= -Enzimas, microbios, tejidos animal
o vegetal, etc.
-Producto en alto rendimiento

-Soluble en medio de reaccion

A -Alta velocidad de transformacion
BIOTRANSFORMACION 3| Sustrato —gm=
-Capaz de atravesar membrana celular

-Sistemas de dos fases

Metodologia > -Celqlas y enzimas inmovilizadas
d -Enzimas puras
-Cultivos crecidos o en crecimiento

Figura 26: Caracteristicas generales de una biotransformacion
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Se conoce la capacidad de ciertos microbios para metabolizar total o parcialmente

diferentes CN, y usarlos como fuentes tnicas de carbono y/o nitrogeno. No obstante,

algunos microbios efectuan la transformacion selectiva de un grupo funcional, es decir

no afectan otros grupos susceptibles, sin necesidad de aislar la enzima responsable.

1.6.1. Ventajas y desventajas de las biotransformaciones con células completas

El impacto que han tenido las biotransformaciones en la sintesis orgédnica se debe a

que los biocatalizadores tienen ciertas ventajas sobre la sintesis orgédnica tradicional,

pero al igual que la quimica sintética tradicional éstos también presentan desventajas’.

Ventajas

>

>

El poder catalitico de los biocatalizadores incrementa la velocidad de las
reacciones quimicas entre 10° a 10°° veces.

Los biocatalizadores se degradan siendo compatibles con el medio ambiente.
Actlian bajo condiciones suaves de reaccion, en un intervalo de pH de 5 a 8 a
una temperatura de 20 a 37°C, y en ciertas ocasiones a temperaturas superiores.
Realizan diferentes tipos de reacciones quimicas y muy posiblemente existe una
bio-reaccion por cada reaccion usada en la sintesis organica.

Muchos microbios son quimioselectivos, actuan sobre un solo grupo funcional.
Las células microbianas son enatioselectivas, y son empleadas para realizar la
catalisis bioselectiva y conversiones asimétricas.

No estan restringidos a sus sustratos naturales, la mayoria de ellos realizan
reacciones especificas, pero aceptan una amplia variedad de sustratos.

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

Las células completas principalmente no requieren de cofactores adicionales.

No obstante, el uso de biocatalizadores también presenta desventajas que de alguna u

otra manera complican el llevar a cabo una biotransformacion de manera mas eficiente.

Desventajas

>
>

La biomasa necesaria es mucho mayor al rendimiento del producto a obtener.

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

Algunos microorganismos se inhiben con el producto final o intermediarios.

La dificultad para realizar la purificacion de los productos.
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» Los microorganismos pueden proporcionar mas de un producto partiendo de un
mismo sustrato.

En las siguientes secciones se mencionan los principales trabajos realizados para

reducir los grupos nitro de diversas moléculas, principalmente TNT, y nitrotoluenos,

con microorganismos (levaduras, bacterias y hongos), extractos crudos y enzimas

aisladas.

1.7. BIOTRANSFORMACIONES DEL GRUPO NITRO

Los compuestos nitrados son producidos a escala masiva, son materia prima para la
fabricacion de plésticos, municiones, tintes para textiles, farmacos, quimicos para la
agricultura, y otros productos mas.

La gran mayoria de los CN son liberados a la biosfera por la combustién incompleta
de gasolinas, explosivos y como subproductos de reacciones quimicas; lo anterior
explica el hecho de que se encuentren en el medio ambiente como contaminantes. Estos
compuestos tienen un alto nivel de toxicidad para los seres vivos. Sin embargo, en la
naturaleza la mayoria de los CN son degradados por los seres vivos. No obstante, el
hecho de que muchos de los ambientes contaminados tienen mas de un CN dificulta la
biorremediacion natural. Esto trajo como consecuencia la realizacion de estudios que
tienen por objetivo llevar a cabo la eliminacion total de los CN del medio ambiente.

Mediante ensayos de biodegradacion en los cuales los CN, son usados como fuente

- s . 74,75, 76
Unica de carbono, nitrogeno y energia

, se sabe de microorganismos capaces de
efectuar la biorreduccion selectiva del grupo nitro de una gran variedad de compuestos
nitrados, sin que ocurra la mineralizacion del sustrato inicial.

Por otro lado, la primera biorreduccion formal del grupo nitro fue publicada por
Neuberg, ano de 1914, al transformar el nitrobenceno en anilina con la levadura S.
cerevisiae. Tiempo después, en los 80’s, se retoman estas investigaciones y se reportan

microorganismos capaces reducir selectivamente los grupos nitros del TNT y producir

las aminas correspondientes.

1.7.1. Hongos

Existen hongos que reducen selectivamente el grupo nitro de CN, principalmente
TNT, nitrotoluenos y otros pesticidas nitrados. Sin embargo, en ciertas ocasiones, los
hongos efectlian la hidroxilacion del anillo aromatico y la posterior acetilacion de la

amina’’ (figura 27). La biotransformacion de compuestos nitrados con hongos no ha
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sido tan estudiada como con levaduras o bacterias, y estos eucariotes se usan
esencialmente para la biorremediacion de suelos contaminados con diversos compuestos
nitrados ya que la gran mayoria de los hongos son capaces de mineralizar totalmente

dichos compuestos.

NO, NO NHOH NHCOCH,
Cl Cl
NHCOCH, NHCOCH,

5255

Figura 27: Biorreduccion del 4-cloro-nitrobenzaldehido

La tabla 3, refiere a los principales hongos reportados con la capacidad de actuar
como biocatalizadores en la reduccion de compuestos nitrados, principalmente TNT,

dinitrotoluenos, y dinitroroluenos clorados.

Tabla 3: Hongos que reducen selectivamente el grupo nitro de CAN

Hongo Sustratos Productos Referencia
Rhodosporium sp, 4-cloro-nitrobenceno 4-Cl-nitroanilina, 4-Cl-bencen- [77]
Arthrobacer sp, hidrozilamina, 4-Cl-2-hidroxi-

anilina, 4-Cl-2-hidroxi-acetanilida,
4-hidroxi-acetanilida, 4-Afenol

Phanerochaete 1,3-DNB, 2,4-DNT, 1-CI- Las aminas o hidroxilaminas [78]
chrysosporium 2,4-DNT y 2,4-dicloro-1-
NB
Stropharia TNT 2ADNT [79]
rugosoannulata
Phlebia radiata TNT 2A-DNT, 4A-DNT, 2,6DA-4-NT [80]

Como puede observarse en la tabla 3, la mayoria de los hongos reportados reducen
unicamente un grupo nitro del TNT y producen las aminas o las hidroxilaminas, pero
Phlebia radiata, resulto ser el mejor hongo reportado hasta el momento, ya que reduce

selectivamente dos de los tres grupos nitro del TNT®

1.7.2. Bacterias o extractos crudos

Las cepas bacterianas y algunos extractos de las mismas también han sido empleadas
en la biorreduccion de CN y prueba de ello es que cepas: E. coli, Helicobacter pilory,
Enterobacter cloacae, y varias cepas de Salmonella y de Pseudomonas, han sido

empleadas para la reduccion de diversos sustratos nitrados.
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En la tabla 4, se presentan algunas de las biorreducciones mas importantes realizadas
por bacterias, los sustratos, los productos y la referencia de donde fueron obtenidas.

Tabla 4: Bacterias que realizan la biorreduccion de diferentes compuestos nitrados

Microorganismo Sustratos Productos Referencia
Azotobacter agilis 4-cloronitrobenceno 4-cloronitroanilina [74]
Microorganismo TNT 2-ADNT, 4-ADNT, 2,6-
aislados de tierra DA-4NT, y 3,4-DNT
contaminada
Clostridium 1, 3, 5-trinitro-1, 3, 1, 3, 5-triaamino-1, 3, 5- [81]
acetobutilicum 5-triazina triazina
E. gallinarum, metronidazol Acido N-2(hidroxietil)- [82]
E. casseliflavus oxamico
Microorganismos del TNT 2-HA-4, 6-DNT, [83]
rumen de bovinos 4-HA-2, 6-DNT, 2-HA-4,
6-DNT, 4-ADNT,
P. aeruginosa TNT 4-HADNT, 4-ADNT [84]
P fluorescens KU-7 2-nitrobenzoato Acido 2-amino 3- [85]
hidroxibenzoico
P. putida TNT 2-ADNT, 4-ADNT, [76]
P. putida OUS83 Nitro toluenos 2-AT, 3-AT, 4-AT [86]
Ralstonia sp, SJ98 Acido O- Acido antranilico [87]
nitrobenzoico

En comparacion con los hongos, las bacterias tienen mejor capacidad para reducir los
CN y en general son capaces de reducir dos de los tres grupos nitro del TNT y hasta tres
de estos grupos como es el caso de Clostridium acetobutylicum que reduce al 1,3,5-
trinitro-1,3,5- triazina a 1,3,5-triaamino-1,3,5-triazina®’ (figura28).

NO NH
Clostriduim

| | *
N acetobutylicum N
>
N N

N N
HN™ N NH

2 2 2

oN~

Figura 28: Reduccion del 1,3,5-trinitro-1,3,5- triazina al 1,3,5-triaamino-1,3,5-triazina, por estractos

celulares de: Clostridium acetobutylicum **

Existen géneros bacterianos que se distinguen en cuanto a la capacidad de reduccion
de diversos CN, el principal es el de las Pseudomonas. Estas bacterias son las mas
utilizadas en trabajos de biorremediacion de suelos contaminados con CN. Ciertas cepas
de éstas efectian la reduccion exclusiva de uno o dos de los tres grupos nitro del TNT,
la reduccion de nitrobenzoatos, nitrobenceno, nitrofenol y nitrotolueno. Sin embargo,
los productos finales del metabolismo de los sustratos anteriores dependen del tipo de
incubaciodn, aerobia o anaerobia, del microorganismo y/o de las enzimas empleadas para
dicha transformacion. En la figura 29, se presenta el esquema de la transformacion

. . . 88
aerobica de dos diferentes nitrofenoles™ .
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NHOH NHOH
R. A: reduccion parcial
— 4) >
on R-A=ruta aerdbica

R A: nitroresorcinol

CO%HO COOH
> > Ruptura
del anillo
R A: nitrocatecol

Figura 29: Mecanismo de biodegradacion propuesto para tres mononitrofenoles, realizado por diferentes

microorganismos, principalmente: cepas de Pseudomonas, Ralstonia eutropha, Bacillus,y Arthrobacter

Se reportaron bacterias que mineralizan el 4-nitrobenzoato: Burkholderia cepacia
PB4 y Ralstonia paucula SB4; primero hidroxilan el anillo aromatico, luego reducen el
grupo nitro a la amina y finalmente efectiian la mineralizacion del sustrato™. Por otro
lado, Lactococcus lactis subsp. lactis strain 27 se us6 en la transformacion anaerdbica
de varios isdmeros del dinitrotolueno y los productos resultantes de la transformacion

son los diaminotoluenos y diversos dinitroazoxitoluenos’ (figura 30).
NO

2 NO,
_ +
N_N
NO, NH
NO, NH, NO, N==N
—_— + +
someros

NO, NO, NH,

9
N=N
; ; \C[
NO, NH, NO, NO,
NO, NO, NH,

Figura 30: Principales productos de transformacion de DNT mediante Lactococcus lactis

1.7.3. Levaduras

La biorreduccién de compuestos nitrados con de levaduras, ha sido mas estudiado
que con bacterias y hongos. De éstas, la méas empleada es S. cerevisiae’"*, de la cual se
han reportado varias cepas’*. Se han usado también cepas de Candida sp. AN-L13%. En
otras publicaciones se hace menciona la biorreducciéon de CN con levaduras sin sehalar
el nombre de las mismas™. Se report6 la reduccion del TNT mediante el empleo de:
Yarrowia lipolytica NCIM 3589. Esta levadura marina crece en medio con TNT como

;. s p . . .. 95
unica fuente de nitrogeno y energia y produce el derivado aminodinitrotolueno

23



MARCO TEORICO

1.7.4. Enzimas

Las enzimas que catalizan la reduccion selectiva del grupo nitro se denominan
nitrorreductasas (NR), y se identificaron como proteinas que conferian resistencia a los
antibioticos: nitrofurazona, nitrofurantoina y nitrofurano’®. Las NR, tienen alrededor de
217 residuos de aminoacidos por cadena, exhiben actividad de oxido-reductasa’’, son
flavo/proteinas que usan nucledtidos de piridina reducidos (NADH, NADPH), como
fuente de electrones’. Estas proteinas se han descubierto en trastornos pulmonares,
procesos neuro-degenerativos, y enfermedades cardiovasculares humanas’. Debido a
que todas las NR, son muy parecidas en la secuencia de aminoacidos y a que no
comparten caracteristicas con otras flavo/reductasas, se clasificaron en una unica familia
de nitro/Flavinreductasas'”’, la tipificacion se basa en la sensibilidad que tienen al
oxigeno cuando realizan la reduccion.

Nitrorreductasas del tipo I o insensibles al oxigeno: Las NR insensibles al
oxigeno catalizan la reduccion de CAN en presencia de oxigeno y mediante un proceso

obligado de donacién de dos electrones”™ '*! (figura 31).

ogJ,o I _H

2e- /2H* N 2ozt 2e 12H*
@ o) @ @ » @
Figura 31: Mecanismo de reduccion de las NR insensibles al oxigeno

Este tipo de NR puede transformar el grupo nitro en aminas o hidroxilaminas en
presencia y ausencia de oxigeno. El mecanismo involucra como intermediarios a los
grupos nitroso e hidroxilamina, no obstante, exclusivamente el ultimo ha podido ser
caracterizado'*?, debido a que el intermediario nitroso es muy reactivo e inestable'”.

Las NR insensibles al oxigeno mas conocidas son las bacterianas. De entre ellas
sobresale la NfsA de E. coli, que fue la primera en ser identificada’™, y es a la que mas

105

: : 100 - 104 s
se le han realizado estudios, ya sea de estructura , regulaciéon ', y funciéon . Otras

10 "En los ultimos

NR no menos importantes son las de S. thyphimurium'®, E. cloacae
afios se han descubierto y caracterizado nitrorreductasas en bacterias como: H. pylori'”’,
P. aeruginosa'®, y en hongos™ ™. Actualmente se ha reportado, in vivo e in vitro,
actividad de NR en tejidos de mamiferos (ratas, conejos, cerdos y humanos), sin
embargo no son clasificas como NR verdaderas, pues mas bien son los citocromos y

. ] : .. 109 -
algunas monooxigenasas las proteinas que realizan la reduccion . En eucariontes se ha

identificado una NR insensible al oxigeno: la DT-diaforasa o NAD(P)H:quinona
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reductasa de mamiferos. Esta flavoproteina cataliza el paso de dos electrones
provenientes de las quinonas a las hidroquinonas, por un mecanismo de ping-pong,
usando NADH o NADPH''. Esta funcién ayuda a evitar que las quininas sean
reducidas por enzimas sensibles al oxigeno que generen especies muy reactivas de
oxigeno'''. A diferencia de las NR bacterianas, la DT-diaforasa une FAD como grupo
prostético, mientras que las de bacterias utilizan FMN''?,

Nitrorreductasas del tipo II o sensibles al oxigeno: Estas enzimas catalizan la
reduccion de CAN en un proceso en el cual esta implicado un unico electron. En el
primer paso del mecanismo de éstas se genera un anion radical NO, el cual ha sido ya

113, 114' En los

caracterizado mediante experimentos de resonancia del espin electronico
pasos siguientes el anidon es reducido por la transferencia de un electron hasta la
formacién de la amina’'. Estas enzimas son las tnicas que llevan a cabo la reduccion

completa del grupo nitro a la amina (figura 32).

OO
0#° 1 Nt \\N
\ &-16 /1H* 1e-/1H*
iy
ii g__:)i:a ijgz‘g ><j
1e/1H+ e2+ Fe3*
02 0, Ao 50D 3 H,0, > 7 30 o +HO

Figura 32: Mecanismo de las NR sensibles al oxigeno

El proceso de la figura anterior ocurre siempre y cuando no exista oxigeno, de lo
contrario el radical NO, ~se oxida rapidamente al grupo nitro original y el oxigeno se

., ] — 113,114
reduce al i6n superoxido (O[] 7)) > 7.

En presencia de oxigeno el compuesto nitrado
funciona Unicamente como catalizador para transferir los electrones del NAD (P)H al
oxigeno y el nitro no se reduce. La produccion del i6n superoxido es controlada por la
presencia de una superdxido dismutasa, enzima que transforma éste ion en agua
oxigenada®’, la cual a su vez es dismutada por la catalasa.

Las NR sensibles al oxigeno generalmente catalizan reacciones redox que involucran
sustratos relevantes en el metabolismo primario y la reduccién de los nitro parece ser
més bien una reaccion fortuita que resulta de interacciones no especificas’

La facilidad de reduccion del grupo nitroaromatico depende de la existencia otros
sustituyentes en el anillo aromatico y de la naturaleza de los mismos, ademas de que
influye el potencial del medio ambiente. Los grupos electroatractores activan la

molécula y facilitan la reduccion del nitro, mientras que los grupos electrodonadores

dificultan la reduccion del grupo nitro.
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Las primeras NR sensibles al oxigeno se identificaron en: higado de rata'’’,

Neurospora crassa''®, y chicharos''’. Afios antes, Westfall encontré que el TNT fue
reducido por una preparacién de la succinato dehidrogensa del corazon de ternera' .
Las flavoenzimas de microsomas, la NADPH-Citocromo C reductasa y la NADH-
Citocromo BS5 reductasa, cuya finalidad es catalizar la reduccion de las quinonas a sus
semiquinonas, son las responsables de la reduccion de grupos nitro de CAN a las
aminas correspondientes’>. Existen complejos enziméticos que se encuentran tanto en
eucariontes como en procariotes que reducen al TNT, especificamente el complejo tio-
redoxiana-NADPH tioredoxinreductasa de Arabidopsis taliana que producen DANT a
partir del TNT’®, Un complejo similar pero de Micobacterium tuberculosis es capaz de

transformar al 2,4-dinitrotolueno y al 2,4-dinitroclorobenceno' .

1.8. BIOTRANSFORMACION DE CAN EN SINTESIS ORGANICA
Muchos microorganismos han sido utilizados para reducir los CAN, sin embargo

. . . .y <y ’ . 292
existen pocos trabajos de aplicacion de esta reaccion con fines de sintesis organica .

1.8.1 Saccharomyces cerevisiae

La biotransformacion de CAN a escala preparativa y con fines de sintesis organica se
ha estudiado principalmente con S. cerevisiae. Esta levadura, es usada por el hombre
desde hace mucho tiempo en la elaboracion de productos fermentados y fue por ello uno
de los primeros organismos unicelulares estudiado de manera cientifica. Se puede decir
que este microorganismo fue el pionero de los biocatalizadores en la sintesis orgénica.

El creciente interés en la obtencion de moléculas con formas enantioméricas puras, la
reduccion selectiva de dobles enlaces y de otros grupos funcionales, entre ellos el grupo
nitro, y la sintesis de heterociclos promovio el desarrollo de la biocatélisis y de las
reacciones mediadas principalmente por S. cerevisiae.

La primera biorreduccion del grupo nitro fue publicado en 1914 por Neuberg. En el

ensayo el nitrobenceno fue reducido a anilina'*® (figura 33).

NO, NO NHOH NH

S. cerevisiae i

Figura 33: Biotransformacion de nitrobenceno por S. cerevisiae, reportada por Neuberg

. . , . 121 . .
En trabajos posteriores ¢l mismo Neuberg =, observo que al someter a biorreducir la

m-dinitrobenceno se obtenia como producto a la parcial m-nitroanilina (figura 34).
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NO, NO, NH,
Figura 34: Biorreduccion parcial del m-dinitrobenceno por S. cerevisiae
Pero, fue hasta el afio de 1994 cuando Davey retom¢ el estudi6é de las reducciones
con S. cerevisiae'**. Este autor sometio a biotransformacién el o-nitrobencenonitrilo y
obtuvo la 2-aminoaminobenzamida, la cual result6 de la reduccion parcial del nitro a la
hidroxilamina, la posterior ciclacion a la benzoisoxazolidina, finalmente la hidrolisis del

ciclo da el producto aislado (figura 35).

NHOH

NO, HN—O NH
©/CN ©/CN @NH CONH,
B —> — — -

Figura 35: Reduccion del o-nitrobencenonitrilo a la 2-aminoaminobenzamida

La capacidad de la S. cerevisiae para reducir CAN fue estudiada por Takeshita. Este
autor publico una serie de trabajos en los que reporta la reduccion de varios CAN con
diferentes sustituyentes en el anillo aromatico'>, de N-6xidos'** y la reduccion de
heteroaromaticos sustituidos'*>. En todos los ensayos publicados Takeshita investigo la
influencia de los grupos sustituyentes en la reaccion de reduccion.

Takeshita concluyd que en la reduccion de CAN con S. cerevisie, depende de los
sustituyentes en el anillo, pues si éste estd sustituido con grupos donadores de electrones
como: OH, NH,, SH; la reducciéon no procede o se obtienen rendimientos muy bajos (0-
15%). No obstante, cuando el anillo aroméatico esta sustituido con grupos atractores de
electrones como: Cl, Br, CN, CF;, COOH, COOEt, NO,, la reaccién ocurre en altos
rendimientos (80-100%). La reducciéon de grupos con polaridad intermedia (CHs,
OCH3;, H, NHCOR, SOCH3), se da en tiempos largos de incubacion y con rendimientos
moderados (20-60%). En la figura 36, se muestra la influencia de los sustituyentes en la

reduccion de CAN por la S. cerevisie.

NO, NH, NO, NH,
S. cerevisiae S. cerevisiae :
R= OH, SH, NH, R= Cl, Br, CN, CF,,
R -: E R R NO,, COOH, COOEt

Figura 36: Influencia de los sustituyentes en la reduccion de CAN por S. cerevisie

Respecto a la posicion de los sustituyentes en el anillo aromatico parece no ser tan

claro, pues mientras algunos como: NO,, CF3, y Br; favorecen la reduccion si se estan
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en posicion orto- respecto al nitro; algunos como el CN lo hacen si se encuentran en la
posicion meta-, y otros como el grupo COOEt la favorecen si estan en posicion para’.
En cuanto al mecanismo de reduccion del grupo nitro a la amina por S. cerevisiae, se
propuso la formacion de los intermediarios: nitroso e hidroxilamina, ya que estos son
reducidos por levaduras’'. La hidroxilamina se ha propuesto como el intermediario méas
probable, pues explica la formacion de amidas y aminoisoxazoles en la reduccion de o-

nitrocianobencenos'*® (figura 37).

NO, NH

NH, . H 2
N
CN CN W ) CONH,
S. cerevisiae

NH H*
P -
Intermediarios propuestos
Figura 37: Mecanismo propuesto para la reduccion de nitrocianobencenos por S. cerevisiae

En general la reduccion de CAN con S. cerevisiae es quimioselectiva para la mayoria
de los grupos funcionales no afecta nitrilos, halégenos, y metoxilos. Pero, produce

123, 124 < . .
» 7", La reduccion es regioselectiva, pues en compuestos

enzimas que reducen cetonas
dinitrados hay preferencia por algin grupo nitro'** y en todos los casos estudiados la
selectividad mostrada es mayor a la de los métodos quimicos de reduccion '*°.

No obstante, no todas las divulgaciones de reduccion de CN con S. cerevisiae, fueron
realmente ciertas, debido a que se publicd una serie de trabajos en los cuales se atribuy6
falsas biorreducciones a la levadura. En los estudios, que fueron realizados por Baik'*”
By colaboradores, y reportaron la reduccion de grupos nitro aroméaticos utilizando S.
cerevisiae en condiciones de reaccion extremas (pH = 14, temperatura de reflujo: 70 a
80°C; fase: Metanol/Etanol-Agua). Sin embargo, posteriormente, se demostré que lo
divulgado en estos trabajos no fue una biorreduccion, sino mas bien una reduccion

quimica llevada a cabo por los carbohidratos y el NaOH en las condiciones empleadas’.

1.8.2. Otros organismos usados en la reduccion de CAN
Se han reportado otros organismos que reducen CAN, pero la mayoria de ellos se
enfocan en terapia génica’® *® y sélo algunos se han para la reducir grupos nitro de
CAN. Entre estos se han publicado: la fraccion microsomal del higado de raton'*?, la
bacteria E. coli'®, una nitrorreductasa extraida de P. pseudoalcaligenes JS45"*.
1.8.3. Ventajas y desventajas de la reduccion de CAN con Saccharomyces cerevisiae
En la tabla 5, se hace una recapitulacion de las principales ventajas y desventajas de

la reduccidon de compuestos aromaticos nitrados utilizando la levadura S. cerevisiae.
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Tabla 5: Ventajas y desventajas de la reduccion de CAN con S. cerevisiae

Reduccion de CAN con Saccharomyces cerevisiae

VENTAJAS DESVENTAJAS
Condiciones de reaccion neutras o casi neutras NO REDUCCION de CAN sustituidos con
grupos: OH, SH, NH,

Temperatura de alrededor de los 30°C. Produce enzimas que reducen cetonas

No afecta: nitrilos, halégenos, metoxilos, etc. Uso de células completas dificulta la purificacion.
Reduccion regioselectiva en compuestos Baja estabilidad del biocatalizador en solventes
dinitrados. organicos.
Biotransformacion mucho mas barata. Se obtiene mas de un producto a partir de un
mismo sustrato

1.8.4. Biorreduccion de CAN para la sintesis de compuestos heterociclicos

Los compuestos heterociclicos con 4&tomos de nitrégeno pueden obtenerse a partir de
compuestos aromaticos nitrados que posean sustituyentes a adecuados en posicion orto-,
tras la reduccion quimica o microbiana del grupo nitro. Nuestro grupo de trabajo esta
interesado, desde hace varios afos, en la obtencién de compuestos heterociclos con el
uso de levadura S. cerevisiae, principalmente’ '** 1.

Los antecedentes inmediatos de este trabajo refieren a la biorreduccion de 2-orto-
nitroacetanilidas para obtener 2-metilbencimidazoles’, usando como catalizador a la S.
cerevisiae. En esa investigacion se encontraron las aminas, los bencimidazoles y los

hidroxibencimidazoles como productos de la biotransformacion, estos son compuestos

de gran interés por la actividad bioldgica que pueden tener.

., . ., . J .. 94
Tabla 6 Reduccion-ciclacion de o-nitroacetanilidas por S. cerevisiae

N
/@[ Y S. cerevisiae /@

Sustrato| R | B (%) C (% Recuperado de A %

a OH 100
b OCH; - - 100
c H 9 - 84
d Cl 63 16 11
f Br 67 12 13
g NO, 64 32 -

h CF; 28 53 10
i CN 32 58 -

En la tabla 6, se resumen los datos de la reduccion de varias 2-otro-nitroacetanilidas
con S. cerevisiae’*. La levadura no fue capaz de biorreducir CAN sustituidos con grupos
electrodonadores, especificamente OH, CH30, de acuerdo con la literatura’"* % 12312
Entonces como objetivo de esta investigacion se plante6 con encontrar algun

microorganismo capaz de reducir CAN sustituidos con grupos electrodonadores y para
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ello se propusieron los siguientes sustratos modelo: la 4-metoxi-2-nitroacetanilida
(MNAC) y la 4-hidroxi-2-nitroacetanilida (HNAC). Un sustrato sustituido con un
grupo totalmente electrodonador la HNAC y el otro con un grupo de menor capacidad

donante MNAC (figura 38).
HNAC H MNAC H

NY NY
/@ o /@: (@)
HO NO, OH.C NO,

2
Figura 38: Sustratos modelo con grupos electrodonadores

El hecho de encontrar algiin microorganismo capaz de biorreducir a la HNAC y
MANC, significaria un avance en la biocatalisis ya que quizas este microbio, en caso de
poder encontrarlo, sea posible que efectue la misma reaccion en CAN sustituidos con
grupos electrodonadores, los cuales no son transformados por la S. cerevisiae comercial.
No obstante, los sustratos de la figura 38, no fueron los Unicos propuestos para esta
investigacion, pero quizas si los mas relevantes en cuanto al tipo de sustituyentes del
anillo aromatico. En la figura 39, se muestran dos CAN sustituidos con grupos

donadores de electrones empleados en este estudio.

B2 HY D2 HY
I :[ ol /©i 0
SCN NO, NN NO,

Figura 39: CAN con grupos donadores de electrones empleados en esta investigacion

1.9. BIOTRANSFORMACION DE CALN EN SINTESIS ORGANICA

Se menciond que los CALN son intermediarios de alto valor en la preparacion de
muchos compuestos con actividad biolégica®. Por otro lado, se sabe que las levaduras
reducen grupos carbonilo, se usan en la resolucion de alcoholes quirales, reducen dobles
enlaces carbono-carbono, entre otras reacciones mas. La gran capacidad de actuar como
biocatalizador de S. cerevisiae, ha sido un factor para que esta levadura sea usada en la

biotransformacion de compuestos aromaticos y alifaticos nitrados.

1.9.1. Saccharomyces cerevisiae

La capacidad de S. cerevisiae para hidrogenar dobles enlaces carbono carbono, ha
sido estudiada y es una nueva técnica para obtener nitro olefinas asimétricas. Existen
varias publicaciones acerca de la biorreduccion selectiva de 2-nitrofenilpropenos™: *”
11 en las que obtuvieron los nitro alcanos correspondientes, en moderado rendimiento,

a partir del nitro alqueno correspondiente, con la levadura S. cerevisiae (figura 40).
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R1 H - R1_ CH,NO,

— S. cerevisiae
>_< e R
N

R2 NO, R2® H

Figura 40: Reduccion de los 2-nitro-1-fenilpropenos con S. cerevisiae

Cuando un B-nitroestireno es biotransformado con la S. cerevisiae se obtiene el nitro
alcano. Pero, cuando el anillo de benceno contiene un grupo nitro, se lleva a cabo una
biorreduccion selectiva, formandose primero el nitro alcano y posteriormente la

reduccion del grupo nitro del anillo de benceno'* (ﬁgura 41).

NO, S. cerevisiae

SRV 8) @ﬂ

Flgura 41: Transformacion de B-nltroestlrenos con S. cerevisiae

No obstante, el uso de enzimas aisladas proporciona mayores ventajas que el empleo
de células completas. Por ello, se estudi6 la reduccion de nitro alcanos a partir de nitro

) ) . 143
alquenos, con la enzima “nitro alqueno reductasa” aislada de levaduras figura 42).
9

Ph
\o.  REDUCTASA /k/NO o
X P3P Y * ?
NAD(P)H (2R3S) = (25,3R)

Figura 42: Sintesis de nitro alcanos mediante reduccion enzimética del nitro alqueno

Por otro lado, también se han realizado biotransformaciones de propenonitrilos con
la misma levadura, sin embargo los productos obtenidos no son los propanonitrilos, sino

. . 135 s
los isoxazoles correspondientes ', en este caso, no ocurre la saturacion del doble enlace

43, 137-141, 143

como se habia reportado en otros ensayos . En la figura 43, se muestra el

. ., . .. 135
esquema de la biotransformacion de los propenonitrilos por S. cerevisiae ™.

R S. cerevisiae R

on” o VB

No” TNH,

Figura 43: Biotransformacion de los 3-nitropropenonitrilos por S. cerevisiae

Debido a la capacidad de algunos microorganismos para la biotransformacion de los
CAN y a la de S. cerevisiae para transformar de CALN, especificamente nitro alquenos.

Se planted encontrar alguna cepa microbiana capaz de reducir el grupo nitro de dos
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CALN vy obtener las aminas quirales derivadas. Para ello se propusieron los siguientes
sustratos: 1-fenil-2-nitropropano (FNPANO) y 1-(3,4-metilendioxifenil)-2-nitropropano
(MDFNPANO). En la figura 44, se muestra el bosquejo de la biorreduccion esperada en

este trabajo de investigacion.

2 Biorreduccién;
CH,
O\/o R=H, OH
NO, Biorreduccion 2 NHR

Figura 44: Biorreduccion, de los CALN, esperada en esta investigacion

Sin embargo, se menciond, que hasta el momento no existe en la literatura una
publicacion acerca de la reduccion propuesta en la figura 47, y seria de gran relevancia
que alguno de los microorganismos con los que se cuenta para este trabajo la llevara a
cabo, ya que se tendria con una nueva metodologia para obtener las aminas o las

hidroxilaminas quirales.
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2. HIPOTESIS

Usando microorganismos de géneros similares, a los reportados en la literatura, de
los cuales se sabe que reducen selectivamente el grupo nitro de compuestos nitrados, se
podré efectuar la biorreduccion del grupo nitro de: la 4-hidroxi, la 4-metoxi-2-
nitroacetanilida y de otras nitroacetanilidas sustituidas, asi como del 1-fenil-2-
nitropropano y del 1-(3,4-metilendioxifenil)-2-nitropropano, y se logrard obtener las

aminas o las hidroxilaminas correspondientes.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Realizar la biorreduccion selectiva de la 4-hidroxi, la 4-metoxi-2-nitroacetanilida y
de otras nitroacetanilidas sustituidas, asi como del 1-fenil-2-nitropropano y de 1-(3,4-
metilendioxifenil)-2-nitropropano mediante microorganismos para obtener las aminas o

las hidroxilaminas correspondientes.

H H
N N
Y Biorreduccion Y
0 > 0
R1 NO, R1 NHR
R=H, OH
2 _NHR NHR
Biorreduccion > 6
NO, H CH,
1-fenil-2R-aminopropano 1-fenil-2S-aminopropano
2 _NHR 2 _NHR
Biorreduccion < o NG
NO Hsd H CH3

0] 0]
\_—o \_o \_—o
1-(3,4-metilendioxifenil)-2R-aminopropano
1-(3,4-metilendioxifenil)-2S-aminopropano

Figura 45: Biorreducciones esperadas en esta investigacion

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la tolerancia de las cepas a diferentes concentraciones de los sustratos.

2. Seleccionar a la cepa con la mayor capacidad para reducir la 4-hidroxi y la 4-
metoxi-2-nitroacetanilidas y desarrollar el trabajo a escala preparativa.

3. Efectuar la cinética de biorreduccion de la 4-hidroxi-2-nitroacetanilida y de la 4-
metoxi-2-nitroacetanilidas.

4. Seleccionar la mejor cepa de la reduccion del 1-fenil-2-nitropropano y del 1-
(2,3-metilendioxifenil)-nitropropano para realizar el ensayo a escala preparativa.

5. Emplear las cepas que aportaron los mejores resultados, en la reduccion de los
sustratos principales, para la reduccién de otros compuestos nitrados de interés

farmacéutico.
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1. Materiales y equipos

En esta parte tinicamente se hace referencia a los equipos externos empleados en la
identificacion de los productos de la biorreduccion de la 4-hidroxi-2-nitroacetanilida,
(HNAC), y de los dos 1-fenil-2-nitro propanos; mientras que los materiales y equipos
empleados directamente en la investigacion se mencionaran en la descripcion de cada
técnica empleada en este trabajo.

* Espectrometro de Masas (EM) Hewlett-Packard 5945 A, JMS-SX102A Jeol y
LMSAXS505.

¢ Espectrometro de RMN-'H Varian Germini.

Se usaron las siguientes soluciones reveladoras:

v' Sulfato cérico: Se disuelven 12 g de sulfato cérico IV, en 350 g de hielo y 22.5
mL de H,SO, concentrado. Se calentd, con agitacion magnética constante, hasta
disolucion total. Las aminas dan color rojo a violeta al contacto con el revelador,
los grupos nitro dan manchas color amarillas después de un ligero calentamiento.

v Ninhidrina. Se disuelven 0.2g de este compuesto en 100mL de etanol. La
cromatoplaca es asperjada con esta solucion y las aminas revelan en un color rojo-

violeta después de calentar alrededor de los 110°C.

Se empleo la levadura comercial S. cerevisiae (marca Saft-Instant, Saf Products,

Mineapolis, MN. 55415), en un ensayo de biotransformacion

Para la sintesis de los sustratos se empelaron materias primas de la marca Aldrich y
de grado reactivo a analitico. Los solventes empleados en la cinética de biorreduccion
fueron del grado HPLC.

Para cumplir con este trabajo la metodologia se dividio en siete secciones, las cuales
se describirdn inmediatamente después de la figura 46, que es el diagrama general con

el que se desarrollo la investigacion.
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METODOLOGIA
4.2. Diagrama general de la investigacion

A continuacion, se presenta el diagrama general de la investigacion, el cual se
aplicard en la biorreduccion de las 2-nitroacetanilidas y de los 1-fenil 2-nitro propanos,

con la finalidad de obtener los derivados aminas correspondientes.

Obtencion de las
cepas y de los
medios de cultivo "

m

Evaluacion de la toxicidad

—» de los sustratos
11
Sintesis de las "
materias primas "
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Figura 46: Diagrama general de la investigacion
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de otros CAN

Cinética y cuantificacion del
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4.3. Descripcion de la metodologia

1. Obtencion de las cepas: Las cepas microbianas se obtuvieron de laboratorios
relacionados con la UNAM. Para este trabajo, se contaron con cepas de levaduras,
bacterias y hongos. Los medios de cultivo utilizados fueron: caldo YM acidificado
(glucosa 10g/L, peptona 7g/L, extracto de levadura 5g/L), para levaduras™. Agar
papa dextrosa (PDA) para hongos, caldo MRS para lactobacilos'*', agar nutritivo

7 medio libre de

(AN) para los bacilos, Enterobacter aerogenes y Pseudomonas'
nitrogeno para Azotobacter sp'** y medio Luria (L-B) para la cepa E. coli’®.

2. Sintesis de materias primas: Se realiz6 la sintesis de la HNAC, la MNAC y de los 1-
fenil-2-nitropropanos. El resto de las nitroacetanilidas ya se tenian en el laboratorio.
Las metodologias empleadas en la sintesis de los sustratos se presentan en una seccion
posterior a la descripcion de la metodologia.

3. Pruebas de toxicidad: Se llevaron a cabo en cajas petri (60 X 15mm), con medio de
cultivo rico para cada género microbiano, que contenian diferentes concentraciones del
compuesto nitrado: 0.05, 0.1, 0.5, 0.8 y 1.0 mg/mL. Se sembro6, mediante estria, por
triplicado, cada cepa a diferentes concentraciones de sustrato y se incubaron durante 24
h y 37°C las bacterias, 24 h, 30°C las levaduras, mientras que hongos y la cepa de
Azotobacter sp se mantuvieron durante de 48-72 h a temperatura ambiente. Finalmente
se seleccionaron las cepas capaces de crecer en la mayor concentracion del sustrato.

4. Biorreduccion en medio liquido: Del ensayo anterior, se obtuvo la concentracion a
manejar en 10mL de medio de cultivo para la biotransformacion. Se estandarizé la
biomasa en 10mL de caldo de cultivo (se utilizaron matraces Erlen-meyer de 25 mL),
bajo las condiciones mas adecuadas para cada microorganismo (se usé una incubadora
de agitacion orbital marca Lab-Line con ajuste de temperatura y velocidad), hasta
alcanzar una densidad optica de 1.0 (leida a 580 nm para levaduras y 540 nm para
bacterias®™), de este cultivo se tomaron 0.2 mL que se incubaron en un matraz con
medio nuevo en las mismas condiciones, durante 24 h, excepto Azotobacter sp. Con la
biomasa similar en los matraces se adiciono el sustrato solubilizado en 200 6 300 uL
de acetona y se continud con la incubacion durante 18-24h mas. Pasado este tiempo se
compararon los productos de la transformacién con estdndares mediante cromatografia
en capa fina (ccf), para ello se usaron cromatofolios de ALUGRAMISIL-UV254 de
0.25 mm de espesor, una fase movil de Acetato de etilo: hexano, en relacion de 6:4

(para los CAN). Para la comparacion de los CALN se uso una fase movil de:
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diclorometano:hexano en una razén de 7:1. En ambos casos se empled revelador de
sulfato cérico. Para los CALN us6 ademas revelador de ninhidrina. Todo se efectud
por triplicado. Nota: Condiciones de biorreduccion, para Pseudomonas: temperatura
de 30°C y 180 rpm por 24h. Para E. coli, E. aerogenes y bacilos: 37°C, 180 rpm por 24
h. Para Azotobacter sp: 180 rpm, temperatura ambiente por 48-72 h para crecer
biomasa y de 24 h de incubacidn para la biotransformacion.

Biorreduccion a escala preparativa: Se hizo con las cepas que dieron los mejores
resultados (rendimiento y selectividad en la reaccion). Los sustratos transformados
fueron: la HNAC y los dos 1-fenil-2-nitropropenos. La metodologia se desarroll6 de
la siguiente forma: se colocaron 4 matraces de 1 L con un volumen de 500mL de
medio de cultivo en los cuales se crecio6 la cepa microbiana por tiempo de 18-24 h,
después se anadio el sustrato solubilizado en acetona y se continud incubando bajo
las condiciones més favorables para cada microorganismo hasta que no se observo
sustrato, por comparaciéon mediante ccf. Extraccion y purificacion de los productos:
se eliminaron las células mediante centrifugacion (12000 rpm /10 min, temperatura
de 4°C), inmediatamente se junto el sobrenadante (2 L) y se procedié a extraer el
producto mediante fracciones de acetato de etilo en embudos de separacion (a razon
de 3x150 mL de acetato de etilo por litro de medio libre de células). Se juntaron,
secaron y se concentraron las fracciones extraidas usando un rotavapor. Finalmente,
se purificaron los productos con una columna cromatografica de gel de silice y se
calcul¢ el rendimiento de los productos puros.

Cinética de biorreduccion de la HNAC: Con la cepa seleccionada en la prueba de
viabilidad, se hizo la cinética de biorreduccion de la HNAC. Se estandarizo la
biomasa para obtener resultados comparables. La meta fue, la dptima cuantificacion
del o los productos usando el HPLC, saber el tiempo y la concentracion mdxima
obtenida en la transformacion. El muestreo se realizé a diferentes tiempos (2, 4, 6, 8,
10, 12 h y mas en caso de ser necesario), de iniciada la reaccion y consistié en tomar
500uL del medio de reaccién (en los tiempos antes mencionados), y someterlo a
centrifugacion, filtracién y sonicacidn para la eliminacion del aire, con la finalidad
de evitar interferencias al inyectarse en el HPLC. Las condiciones de operacion del
cromatografo Watters 1525, de doble bomba: columna C-18 (3.9 X 300mm) la cual
mantuvo una temperatura de 45°C, con un flujo de 1 mL/min, se uso un detector de

doble luz UV Watters 2487, que trabajo a una longitud de onda de 270 nm, la fase
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movil fue una mezcla de Agua:Metanol:dcido acético 70:30:1. Nota: Tanto la
biotransformacion como las inyecciones en el HPLC se hicieron por triplicado.

7. Biorreduccion de otros CAN de interés farmacéutico: Se hizo la transformacion
de otros CAN (figura 70, capitulo de resultados), con las cepas que exhibieron la
mejor capacidad en la reduccion selectiva del grupo nitro de los sustratos modelo.
La biotransformacion fue de la siguiente manera: se sembraron las cepas
microbianas, antes seleccionadas, en las mejores condiciones para su desarrollo
(medio de cultivo, temperatura, agitacion y tiempo de incubacion), y tras alcanzar
24 h de incubacion se adicionaron los sustratos solubilizados en acetona
(concentracion 0.5 mg/mL), se continuo con la incubacion por 24h més. Pasado este
tiempo se tomaron muestras y se verifico6 mediante ccf la aparicion de productos
coloridos en una tonalidad rojo a violeta luego de calentar el cromatofolio antes

asperjado con la solucion de sulfato cérico.

4.4. Sintesis de los CAN

A) La 4-hidroxi-2-nitroacetanilida (HNAC): Se colocaron a reflujo: 0.0lmol de 4-
amino-3-nitrofenol, 20mL de anhidrido acético y dos gotas de acido sulfurico concentrado
(H2S04). La reaccion fue abortada cuando ya no se observd la materia prima en la ccf.
Luego se dejo enfriar la mezcla de reaccion y con agitacion constante se adicionaron 20mL
de agua fria. Pasadas 2 h, el precipitado formado se lavo varias veces con agua fria.
Finalmente, el compuesto obtenido se recristalizd con acetona y carbon activado y se
obtuvo un sélido color amarillo claro con un rendimiento del 95%. Un R = 0.67, un
pf=124-125°C.

2B) La 4-metoxi-2-nitroacetanilida (MNAC): La sintesis de la MNAC se realiz6 de
la misma manera que la HNAC, s6lo se cambio el 4-amino-3-nitrofenol por el 4-metoxi-3-
nitrofenol. Se obtuvo un sélido amarillo fuerte con un rendimiento del 93%. El compuesto

present6d un R=0.65 y un pf=99-100.

4.5. Sintesis de los CALN

Sintesis de los 1-fenil-2-nitropropanos: Para sintetizar los 1-fenil-2-nitro propanos,
fue necesario obtener primero el nitro alqueno y posteriormente efectuar la reduccion
del doble enlace para obtener el nitro propano.

A) 1-fenil-2-nitroalqueno: Se colocaron a reflujo 20 mmol de benzaldehido con 20

mmol de acetato de amonio en 40mL de nitro metano. La reaccion se detuvo cuando ya no
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se observd materia prima, esto se verifico por cromatografia en capa fina (ccf). Luego, se
elimind el exceso de solvente mediante evaporacion a vacio, posteriormente la materia
organica se extrajo con acetato de etilo. La fase organica se lavo con solucion salina y se
seco con sulfato de sodio anhidro (Na,SO4). Finalmente, la evaporacion del acetato dio el
producto crudo el cual se purificd por recristalizacion de etanol. El producto obtenido fue
un solido color amarillo crema y se obtuvo un rendimiento promedio del 70%. R=0.85,
con pf=62-63°C.

B) 1-(3,4-metilendioxifenil)-2-nitropropeno: El procedimiento de sintesis de los dos
nitroalquenos fue exactamente el mismo, la tnica diferencia la hizo el aldehido usado. Para
este sustrato se uso el 3,4-metilendioxibenzaldehido. El producto obtenido fue un so6lido
color amarillo y se obtuvo un rendimiento promedio del 70%. R=0.83, con pf=75-76°C.

Sintesis de los CALN: Con los nitro estirenos en la manos se procedi6 a llevar a
cabo la reduccion del doble enlace: la primer técnica utilizada fue la reportada por Anup
Bhattacharjya y colaboradores 1985°', debido a que se obtuvieron resultados negativos
se intentd con lo publicado por Yasushi Kawai y colaboradores®, pero finalmente se
logré obtener los sustratos alifaticos nitrados mediante la metodologia reportada por
Achintya y colaboradores, 1985

A) 1-fenil-2-nitroalcano: Se colocaron 4mmol de NaBH4 por Immol del nitro
estireno, en una mezcla con 8 mL de CHCIs, 1 g de gel de silice y 1.5 mL de 2-propanol
en agitacion constante y a temperatura ambiente. E1 NaBH,4 se adicion6 en porciones de
alrededor de 40mg cada 15min, la mezcla se mantuvo en agitacion hasta que el color
amarillo debido al nitro estireno desaparece. El exceso del NaBH, se elimino con la
adicion de HCl diluido, después la mezcla se filtro. El crudo de reaccion se extrajo de la
parte acuosa con CH,Cl, y se lavd con solucion salina, luego se secd sobre Na,SOs
anhidro. Finalmente, se evapord el solvente y se obtuvo un aceite ligeramente amarillo.
El rendimiento fue del 55%. R=0.88.

B) 1-(3,4-metilendioxifenil)-2-nitropropano: Al igual que el 1-fenil-2-nitropropano
se empled la técnica publicada por Achintya y colaboradores, 1985°%. Como resultado

final se obtuvo un aceite amarillo, con un rendimiento final del 40%, R=0.83.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PARTE I: Obtencion de las cepas microbianas

Para esta investigacion se usaron levaduras, bacterias, hongos y bacilos lacticos (tabla7),
para la biotransformacion de los sustratos propuestos: la 4-hidroxi-2-nitroacetanilida
(HNAC), la 4-metoxi-2-nitroacetanilida (MNAC), otras nitroacetanilidas sustituidas, y los
dos: 1-fenil-2-nitropropanos.

Tabla 7: Total de cepas microbianas empleadas en este trabajo

Levaduras Bacterias Bacterias lacticas Hongos
XL3 E. coli A 36202 P. chrysosporium A 594
XL4 E. aerogenes A 452121 P. chrysosporium H 278
XL5 B.sp A 56203
XL6 B. megaterium A 57103
XL7 B. subtillis A 57206
XB5 Azotobacter sp Lilys 9
XB7 XL2 Lilys 32
L-8 XBl1 Lilys 39
L-10 XB3 Lilys 42
LEMI XB4 5T 2001
R. mucilaginosa (Rh m) Cinco cepas de P. 50
L-3V fluorescens: PAs2, PMs2, 25124
K-1 PMs3, PLe3 y ZM2 47 amil
S. cerevisiae 258n C

Las cepas: XL3-7, XB5-7, L-8, L-10, L-3V y K-1, son levaduras. De las cepas XBI,
XB2, XB3, XB4 y XL2: lo tnico que sabemos es que son bacilos gram negativos y al igual
que las levaduras éstos fueron aislados en nuestro laboratorio. Sin embargo, a excepcion de
la cepa XL6, el resto de éstas atin no se han caracterizado. Los bacilos lacticos tampoco han
sido caracterizados, por parte del grupo que los aisl6 y nos los facilito.

Se usaron los siguientes medios de cultivo de acuerdo con la literatura: medio PDA para
los ensayos de viabilidad con hongos. Agar PDA acidificado o medio YM so6lido para
prueba de viabilidad de levaduras™, caldo YM para transformacion en medio liquido por
levaduras®; agar y caldo nutritivo para las pruebas de viabilidad y biotransformacién en
medio liquido para todas las Pseudomonas'*' y el resto de las bacterias de la tabla anterior
excepto E. coli, pues se empleo medio L-B para la cepa esta cepa’®, asi como también se
ocupé medio libre de nitrogeno para la cepa de Azotobacter sp'* y finalmente medio

MRLS para bacterias lacticas'*'.
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5.2. PARTE II: Sintesis de los sustratos nitrados

A) Obtencion de la HNAC y MNAC: Para sintetizar la HNAC y MNAC se uso la técnica
reportada por Olguin-Contreras, L. F'. La diferencia en la sintesis de estas sustancias fue el
empleo del 4-amino-3-nitrofenol para la HNAC y del 4-metoxi-3-nitrofenol para obtener la
MNAC. En la tabla 8, se muestran los datos de punto de fusion de la HNAC y MNAC, y el

rendimiento obtenido en la sintesis de estas dos materias primas.

Tabla 8: Rendimientos y puntos de fusion de la HNAC y MNAC

Compuesto | Punto de fusion | Rendimiento

HNAC 124-125°C 95%
MAC 99-100°C 93%

Los rendimientos obtenidos en la sintesis de las materias primas de caracter aromatico
fueron muy buenos, mayores al 90% y comparable a los obtenidos por Olguin-Contreras,
2001*. No se hallaron datos en la literatura para comparacién de los puntos de fusion.

B) Sintesis de los compuestos alifaticos nitrados

Para preparar al 1-fenil-2-nitropropano y al 1-(3,4-metilendioxifenil)-2-nitropropano), se
sintetizo primero a los nitro alquenos, para esta reaccion, se utilizo la técnica publicada por
Yasushi Kawai y colaboradores™. Posteriormente, se hizo la reducciéon del doble de los
nitro alquenos para finalmente tener los alcanos nitrados.

a) Sintesis de los nitro alquenos: Para la sintesis del 1-fenil-2-nitropropeno (FNPENO) se
empled la técnica descrita por Yasushi Kawai y colaboradores™. Diagrama general de

preparacion de los nitro alquenos (figura 47).

(0]
acetato de amonio A
reflujo 4 a 5 horas NO,

Figura 47: Esquema de sintesis del FNPENO

La reaccion ocurre en un tiempo aproximado de 4 a 5 horas y aporta un rendimiento
promedio del 70% del producto puro, luego de una recristalizacion simple de etanol.

El rendimiento obtenido en nuestro laboratorio fue superior al publicado por Yasushi
Kawai y colaboradores™. En ese trabajo lograron un rendimiento de la recristalizacion del
67%. Esto se debe, principalmente, a que mientras ellos dejaban la reaccion durante una

noche completa. En nuestro estudio se encontr6é que la reaccion ocurre en tiempo promedio

42



RESULTADOS Y DISCUSION

de 4-5h. Para ello, se verificd el consumo del aldehido mediante ccf, aunque el tiempo en
completarse la sintesis dependi6 de cantidad de materia prima para la sintesis.

La elaboracion del segundo sustrato se hizo de la misma manera que para el FNPENO.
La diferencia fue el aldehido usado el 3,4-metilendioxibenzaldehido “piperonal”. Diagrama

de sintesis del 1-(3,4-metilendioxifenil)-2-nitropropeno, MDFPENO (figura 48).
o}

X
H acetato de amonio

+ \/N02 r
0] reflujo 3a 5 @)

I—O I—O

Figura 48: Esquema de sintesis del MDFNPENO

NO

El rendimiento del compuesto fue del 70%, en promedio. No existe referencia para
comparacion del rendimiento logrado. Pero en general se obtuvieron buenos rendimientos
para ambos compuestos alifaticos nitrados. Sin embargo, los sustratos propuestos en este
trabajo de biocatalisis fueron los nitro alcanos: 1-fenil-2-nitropropano (FNPANO) y 1-(3.4-
metilendioxifenil)-2-nitropropano MDFNPANO). Para ello, se hizo la reduccion selectiva
del doble enlace de los nitro alquenos con la finalidad de obtener los nitro alcanos.

B) Obtencion de los nitro alcanos
La reduccion del doble enlace se realizd primero con la técnica descrita por Anup

Bhattacharjya y colaboradores®' (figura 49).

1.- NaBH, /dioxano/ etanol 1.5 horas
2.- 4cido acético >

NO, rendimiento 80-95% NO,
Figura 49: Diagrama de reduccion del FNPENO

X

No obstante, con esta metodologia no se obtuvo el compuesto de interés, a pesar de que
los autores reportaron rendimientos mayores al 80%, ain cuando se hicieron alteraron las
condiciones de reaccion de la técnica original: temperatura, tiempo, disolvente, cantidad de
materia prima, forma de extraccion, el resultado fue el mismo. Esta reduccion origind una
mezcla de productos entre los cuales probablemente se encontraba el nitro alqueno, pero no
pudo ser aislado, ya que el crudo obtenido present6 insolubilidad a los solventes organicos
mas comunes (acetato de etilo, acetona, diclorometano, cloroformo, etanol), y fue soluble
solamente en agua. La reaccion se realizo repetidas veces variando las condiciones, no

obstante el resultado fue siempre el mismo. Creemos que el compuesto insoluble en
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solventes organicos se obtuvo debido a que probablemente la reaccion no se llevo a cabo
completamente, ademas en ninguna de las ocasiones que se realizo la reaccion desapareciod
el color amarillo que provenia del nitro alqueno y el cual deberia desaparecer después de
completada la reaccion de reduccion™.

Debido al resultado negativo se opto por efectuar una biorreduccion selectiva del doble
enlace de acuerdo con Yasushi Kawai y colaboradores™. A continuacion, se presenta el
diagrama de la biorreduccion (figura 50). Se utilizé la cepa comercial de S. cerevisiae.

X S. cerevisiae

NO, 24h/35°C NO,
180rpm

Figura 50: Bioreduccion del nitro alqueno mediante levaduras

Con esta técnica se obtuvo el alcano saturado, pero tiene el inconveniente que estd en
muy baja concentracion, ya que desde la extraccion del crudo de reaccidon se recupera
unicamente alrededor del 50% en relacion al sustrato inicial. Ademas, existe la desventaja
de que se producen muchos compuestos mas y se le suma el inconveniente que en la
separacion se extraen ceras de la levadura que complicaron la purificacion del alcano y fue
imposible aislarlo y caracterizarlo. Probablemente, esto se deba a que nosotros usamos la S.
cerevisiae comercial, mientras que Yasushi Kawai y colaboradores®, manipularon una
levadura japonesa. Tampoco esta técnica proporciond los compuestos de interés, y se uso
nuevamente una técnica de reduccidén quimica.

Después de varios intentos fallidos en la reduccion del doble enlace C-C, se intentd con
otra técnica la empleada por Achintya y colaboradores’, en la cual ademas de cambiar el
solvente y el alcohol usados (se usa isopropanol, las técnicas anteriores usaban metanol), se
emplea una fase estacionaria sélida, el gel de silice, la cual, segn los autores del trabajo,
tienen la finalidad de disminuir la formacioén del dimero durante la reaccién. Diagrama de

reduccion segun Achintya y colaboradores®* (figura 51).

X Silica gel / Isopropanol /
Cloroformo
— >
NO2 NaBH4/ agitacion No2

Figura 51: Esquema de la reduccién quimica del nitro alqueno al nitro alcano®

Con esta técnica, finalmente, se obtuvo el nitro alcano. El rendimiento fue del 55%, muy

por debajo del rendimiento reportado por Achintya y colaboradores™, pues estos autores
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reportaron un rendimiento del 93%. En la figura 52, se muestra una ccf de la reduccion del

1-fenil-2-nitropropeno (FNPENO) al 1-fenil-2-nitropropano (FNPANO).

.
-1

. » .
Figura 52: CCF de la reduccion quimica del FNPENO al FNPANO

Los carriles 1 y 2: son la materia prima y los Ultimos tres son las diferentes técnicas de
reduccion empleadas, el carril 3 es la metodologia finalmente usada, por ser la unica en la
cual se pudo recuperar el producto de reaccion en rendimiento moderado. Es mencionar que
tanto el FNPENO, tanto como el FNPANO fueron totalmente caracterizados.

La variacion en resultados puede ser debida al gel de silice, los autores no mencionan
nimero de malla, ni pureza de la fase solida. Nosotros usamos gel de silice MN-Kieselgel
G para cromatografia en capa fina, la cual contenia CaSQO4.1/2 H,0O. Los autores proponen
que las cargas positivas de la silice estabilizan las cargas del intermediario lo que se ve
influido en la disminucién de reacciones secundarias y en el aumento del producto principal

de la reduccion, el nitro alcano (figura 53).

R2 R2 Intermediario propuesto R2
H
— —_— e N\
R1 no, NaBH4 R1 N0 —~— R N —ONa+
o o

Figura 53: Intermediario de reduccion propuesto por Achintya y colaboradores™

El volumen de particula del gel de silice, pudo influir en el tamafio de la superficie de
contacto, pues la misma cantidad en gramos no significa la misma superficie de contacto, es
decir, si hay mayor tamafio de particula existe una menor area de contacto y viceversa y en
consecuencia si hay una menor area de contacto existen menos cargas disponibles para la
estabilizacion del intermediario propuesto (figura 53). Por otro lado, la influencia del
CaS0,4.1/2 H,0, esta directamente relacionada con la desestabilizacion del intermediario, lo

puede ocurrir es una competencia por las cargas del gel de silice entre el sulfato de calcio
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hidratado el intermediario lo que causa la desestabilizacion del ltimo, lo que conlleva a la
formacion de subproductos durante la reaccion de reduccion.

Con la misma técnica (publicada por Achintya y colaboradores®®), se hizo la reduccion
del doble enlace del 1-(3,4-metilendioxifenil)-2-nitropropano (MDFNPENO), pero con una
modificacion: el uso de temperatura alrededor de los 45°C, ya que cuando se usé la técnica
tal cual esta reportada, reduccion a temperatura ambiente, no hubo reaccion. Finalmente se

obtuvo el 1-(3,4-metilendioxifenil)-2-nitropropano (MDFNPANO) (figura 54).

X silica gel / isopropanol /
cloroformo
NO, > NO,
0 NaBH4/ agitacién 450C O
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Figura 54: Diagrama de obtencion del MDFNPANO mediante reduccion quimica del MDFNPENO

En la figura 55, se muestran una ccf, de la reduccion del MDFNPENO al MDFNPANO

mediante la técnica reportada por Achintya y colaboradores.

MDNPENO MDNPANO

1 2
Figura 55: CCF de la reduccion quimica del MDNPENO al MDNPANO

Donde: el compuesto del carril 1 es el MDFNPENO y el carril 2 son los productos de la
reduccion quimica (MDFNPANO). El producto principal es la mancha color gris-negro
que esta en mayor proporcion.

El rendimiento promedio de la reduccion del MDFNPENO fue menor, al obtenido en la
reduccion FNPENO, y fue del 40%. El menor rendimiento puede atribuirse igualmente al
gel de silice y a otro factor que aunque ayudo a que ocurriera la reaccion, también hizo que
disminuyera el rendimiento del alcano y a que se formaran subproductos, me refiero a la
temperatura de reduccion la cual estuvo alrededor de los 45°C.

Con los sustratos sintetizados se procedio a realizar la ultima parte del proyecto, la cual
consistio en efectuar la biorreduccion de estos CN, mediante las cepas obtenidas para este

trabajo de investigacion.
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5.3. PARTE III: Pruebas de viabilidad presencia de la HNAC

Para estos ensayos, fue necesario tener un cultivo iniciador de cada cepa. Se sembr6 e
incubd cada una de las cepas, en los medios de cultivo antes elegidos, en las mejores
condiciones de desarrollo para cada género microbiano (medio de cultivo, temperatura y
tiempo de incubacidn,). Posteriormente, las cepas crecidas se resembraron, por triplicado,
en medio sélido el cual contenia una de las siguientes concentraciones de sustrato: 0.01,
0.1,0.5y 0.8 mg/mL.
A) Levaduras: Casi todas las levaduras crecieron en presencia de 0.01 y 0.1 mg/mL del
sustrato. Sin embargo, la levadura R. mucilaginosa (Rh m), fue la inica que no desarrolld
en presencia del compuesto. Cuando se utiliz6 0.5 mg/mL de la HNAC, crecieron menos
levaduras, pero fueron las mismas que prosperaron en la prueba con 0.8 mg/mL de la
HNAC. En la tabla 9, se enlistan las claves de las levaduras que crecieron con 0.8 mg/mL
del sustrato, y que ademas causaron el cambio de color del medio de cultivo.

Tabla 9: Resultados de la prueba de viabilidad de las levaduras. Concentracion de la HNAC usada

en el ensayo: 0.8 mg/mL

Clave de la Color del medio Intensidad del
levadura de cultivo cambio de color
XL3 Rojo +++++
XL6 Amarillo-paja +
XB7 naranja +++
L-8 Amarillo-naranja ++
L-10 Amarillo-naranja ++
L-3V Amarillo-naranja ++
K-1 Amarillo-naranja ++
XB6 naranja ++++

Se observé un cambio de color en el medio de cultivo después de 24 h de incubacion
con los microorganismos que desarrollaron en el mismo. Este cambio de color se evalud
por observacion directa de las cajas inoculadas y por comparacion entre las mismas con la
placa blanco. La caja petri que se us6 de blanco no tenia inoculo alguno, pero se incubo
bajo las mismas condiciones en las que fueron incubadas las placas que contenian cada uno
de los diferentes géneros microbianos. El medio de cultivo que contenia el sustrato
(HNAC), tenia un color amarillo paja, el cual mantuvo después de la incubacion.

En la figura 56, se comparan los colores del medio de cultivo con el sustrato, la HNAC,
después de ser inoculado e incubado 24 h con cepas de levaduras. La concentracion del

sustrato usada fue de 0.5 mg/mL
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Figura 56: Color del medio de cultivo con la HNAC, y tras la incubacion con levaduras

La caja con la letra A es el blanco, las cajas con las letras B y C, son los cambios de
color producidos por las levaduras XL6 y L3V respectivamente. En la figura 56, se nota
claramente el cambio de color producido por efecto del desarrollo de la cepa microbiana, ya
que la caja blanco (sin microorganismo), permanece practicamente sin cambio alguno.

En la figura 57, se observa mejor el cambio de color producido en el medio de cultivo
por la incubacidon de las levaduras. La imagen fue tomada de la prueba de viabilidad de las
levaduras con 0.5 mg/mL de la HNAC. Similares cambios de color se observaron en las
placas petri en las que se realizaron pruebas de viabilidad, con la 4-hidroxi-2-

nitroacetanilida, y en las que los diferentes microorganismos fueron capaces de crecer.

Figura 57: Cambios de color del medio de cultivo por accion de levaduras. Concentracion HNAC: 0.5 mg/mL

El cambio de color producido en la placa marcada con la letra A, fue realizado por la
cepa L-8, en las cajas B, C, D y E, se inocularon e incubaron por 24 h las levaduras: L-10,
L-3V, XL7 y XB7 respectivamente. El cambio de color producido por la incubaciéon con
las diferentes levaduras nos hizo suponer que el sustrato era probablemente transformado

por éstas. La comprobacion de esta hipotesis llegd con la prueba de biorreduccion en medio

liquido de la HNAC.
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Debido a que las levaduras no tuvieron problemas para desarrollar con 0.8 mg/mL del
sustrato, se hizo una prueba empleando una cantidad mas alta de sustrato (1.0 mg/mL). Las
cepas que desarrollaron en esta concentracion se enlistan en la tabla 10.

Tabla 10: Levaduras que desarrollaron en una concentracion de 1.0 mg/mL de HNAC

Levaduras Tiempo de incubacion
XB6 24 h
XL6 24 h

En la tabla anterior se presentan las claves de las levaduras que fueron capaces de crecer
en presencia de 1.0 mg/mL de la HNAC.

Lo destacado de esta prueba fue que se encontraron varias levaduras, aisladas a partir de
mostos mezcaleros, capaces de crecer en presencia de 1 mg/mL del sustrato la HNAC.
Aunque las mejores cepas de levaduras para desarrollar en presencia de este sustrato fueron
las cepas XB6 y XL6 ya que crecieron en la concentracion maxima usada tras 24 h.
Respecto a los cambios de color en el medio de cultivo se pudo observar que la cepa XB6,
producia una coloraciéon mas mucho mas roja a la producida por la cepa XL6, lo que nos
hizo pensar que quizas esta cepa era la mejor en realizar la biotransformacion de la HNAC,
lo cual se refutd con la prueba de biorreduccion en medio liquido posteriormente realizada.
B) Bacterias: Las bacterias que crecieron y produjeron un cambio de color en el medio de
cultivo, tras 24 h, en presencia de 0.5 mg/mL del sustrato, se enlistan a continuacion.

Tabla 11: Resultados de la prueba de viabilidad de bacterias con 0.5 mg/mL de la HNAC

Bacteria Color del medio de | Intensidad del cambio de
cultivo color
E.aerogenes Color café claro ++
B.sp Color tamarindo +++
B. megaterium Amarillo-café claro +
B. subtillis Color tamarindo +++
Azotobacter sp Amarillo —café claro +
P. fluorescens PMs2 Color café ++++
P. fluorescens: PMs3, PLe3, ZM2 Amarillo- naranja ++
P. fluorescens PAs2 Naranja ++++
XBl1 Café claro +
XB3 Amarillo-naranja +++
XB4 Café claro +

Para las bacterias no se efectud ensayo con la concentracion de 0.8 mg/mL de la HNAC.

Sin embargo, si se hizo con la concentracion de 1.0 mg/mL, los resultados se presentan en

la tabla 12.
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Tabla 12: Bacterias que desarrollaron en presencia de 1.0 mg/mL de la HNAC

Bacterias Tiempo de incubacion

P. fluorescens PMs3 24 horas
P. fluorescens Ple3 24 horas
P. fluorescens PZm2 24 horas
XB4 24 horas

XL2 24 horas

B. subtils 24 horas

B.sp 24 horas

Como se observa en la tabla 12, son mas las cepas bacterianas capaces de crecer con la
concentracion de 1.0 mg/mL de sustrato que las levaduras. No obstante, es preciso sefalar
que los cambios de color producidos por bacterias fueron mas intensos que los derivados de
la incubacion con levaduras, dado que mientras las levaduras producian un color naranja, la
mayoria de las bacterias cambiaron el color del medio de cultivo de amarillo paja a café.

A continuacion, se comparan los cambios de color en el medio de cultivo realizados por
las levaduras (cajas sin marca alguna), con los producidos por las bacterias (cajas petri con
un rectangulo en negro), después de 24 h de incubacion. La caja con un recuadro en blanco
y negro es la usada de blanco. Se notan las diferentes tonalidades de color en las cajas petri,
las més oscuras fueron inoculadas con bacterias (¢, g y h, cepas B. sp, XB-4 y XL-2
respectivamente) mientras que los colores claros fueron producidos por las cepas de

levaduras: L-8, XL-3, L-10, L-3V y XL6; a, b, d, e y f respectivamente (figura 58).

Figura 58: Comparacion del cambio de color producido por las bacterias (cajas con rectangulo en negro),

contra el procedente de la incubacion con levaduras (cajas sin marca en negro)
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En la figura 58, la caja con el recuadro negro y blanco es medio de cultivo no inoculado,
pero incubado bajo las mismas condiciones de incubacion que las levaduras y/o bacterias.
C) Hongos: De las dos cepas del hongo P. chrysosporium obtenidas, s6lo una de estas fue
capaz de crecer con la concentracion de 0.1mg/mL del sustrato y no desarrollo en la
concentracion de 0.5 mg/mL. La cepa A 594, dio cambio de color en el medio de cultivo
hasta los 7 dias después de su inoculacion en el medio sélido, lo que hizo que se descartara
por emplear demasiado tiempo, en comparacion con levaduras y bacterias.

De los resultados obtenidos fue muy interesante observar como casi la totalidad de las
cepas manejadas en este trabajo fueron capaces de crecer en presencia de la 4-hidroxi-2-
nitroacetanilida, un sustrato fuertemente donador de electrones, en la literatura no existen
estudios acercar de la viabilidad de los microorganismos con este sustrato u otros similares
para poder hacer una comparacion entre estos y las concentraciones empleadas.

La prueba anterior fue necesaria para poder manejar una concentracion que no resultara
toxica para el microorganismo, pero que al mismo tiempo nos permitiera evaluar la
capacidad de los microorganismos en la biotransformacion de este sustrato.

Para poder continuar con la siguiente parte del trabajo, la reduccion en medio liquido, se
tuvieron que elegir las cepas que produjeron el menor nimero de compuestos al término de
la biotransformacion de la HNAC. La manera como se verificd este punto fue con la ayuda
de una lampara de luz ultravioleta de doble longitud de onda (254 nm y 366 nm) marca
CAMAG, pues inmediatamente después de eluir la ccf con la fase movil se observaron los
compuestos producidos en la biotransformacion bajo la luz ultravioleta. Y se encontraron
dos microorganismos con la capacidad de desarrollar en la concentraciéon mas alta del
sustrato manejada en estas pruebas (I mg/mL), y en 24 h de incubacion, ademds de que
produjeron el menor numero de productos, las cepas elegidas fueron: la levadura XL6 y la
bacteria P. fluorescens PZm?2.

Aunque en este trabajo no se evalud la tasa de mortalidad de los microorganismos en
presencia del sustrato y unicamente se valor6 de manera cualitativa la viabilidad de los
microorganismos en presencia de los sustratos, es muy importante mencionar que a
excepcion de un trabajo en el cual manipulan una concentracion de 10 mM de 2-
nitrobenzoato™, el resto de los estudios utilizaron concentraciones mucho mas bajas del

sustrato que es TNT principalmente.
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Por ello, es de destacar que en este ensayo se usaron concentraciones de la HNAC entre
2 y hasta 6 veces mayores a las empleadas en otros estudios, sobre todo de biorremediacion
de TNT, — y aunque desafortunadamente no se cuenta con la comparacion de la toxicidad
entre HNAC y el TNT en un mismo microorganismo, si se sabe que hay una gran cantidad
de microbios que pueden realizar la biorreduccion o la biodegradacion total de este
explosivo, contrario a lo poco que se conoce sobre la biotransformacion de la HNAC por
levaduras, y de hecho este sustrato y otros CAN sustituidos con grupos electrodonadores no
son reducidos o lo son en muy bajo rendimiento bajo las condiciones publicadas en los

. . - 788,89
estudios de biorreduccion”™

—, de ahi la importancia de este estudio.

Las concentraciones mas altas de los CN empleadas en los trabajos de biorremediacion
encontrados en la literatura hasta estos momentos corresponden a Yoshie Hasegawa, y
colaboradores, 2000%, ya que en su articulo publicaron la biodegradacién de una
concentracion 10 mM de 2-nitrobenzoato. Por otro lado, Jain, M. R, y colaboradores,
2004, usaron una cantidad diez veces menor ImM de TNT, en otros ensayos usaron
concentraciones menores (0.44 mM) tal es el caso de Zaripov S. A. y colaboradores,
2002°°. En general en la mayoria de los ensayos usan una cantidad promedio de 0.5 mM.
Sin embargo para este trabajo se llegd a manipular una concentracion maxima de 5.1 mM
(1 mg/mL), con algunas cepas que fueron capaces de desarrollar en esta cantidad de

sustrato. Pero la concentracion usada en el ensayo, 2.55 mM, para la biorreduccion en

medio liquido de fue al menos mas de dos veces mayor a las empleadas en otros estudios.

5.3.1. Viabilidad en presencia de la MNAC

A excepcion de la levadura RhM (R. mucilaginosa), el resto de las cepas microbianas
(bacterias, hongos y levaduras), desarrollaron hasta una concentracion de 0.5 mg/mL de la
MNAC, pero no se observo cambio de color alguno en el medio de cultivo, como fue el
caso de la HNAC. Luego, cuando se hizo la biotransformacion sélo algunas cepas fueron
capaces de llevar a cabo.

El resultado de la transformacién se presenta en la figura 59. No obstante, ninguno de
los productos de la reaccion desarrolld un color que pudiera indicarnos la presencia de la
amina o de la hidroxilamina, después de rociar el cromatofolio con solucion de sulfato

cérico. Los colores son indicadores posibles de aminas e hidroxilaninas al revelar la
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cromatografia en capa fina (ccf), con solucion de sulfato cérico van desde naranja, rojo y

tonalidades de violeta. Los colores obtenidos en la ccf fueron varias tonalidades de café.

Figura 59: Biotransformacion de la MNAC por levaduras (K-1, XBS, LEM-1), Bacillus sp, megateriun, y P.
fluorescens PAs2. Concentracion de 0.5mg/mL de la MANC

En la figura 59, el carril nimero 1, representa el sustrato la MNAC, el resto de las
aplicaciones son los productos obtenidos de la biotransformacion por las tnicas cepas, de
las que se contd para este trabajo, capaces de transformar este sustrato. Debido a que los
resultados obtenidos no fueron los esperados ya no fue necesario realizar la cinética de
biorreduccion de este sustrato aromatico. Hay que aclarar que si existio biotransformacion
de la MANC por ocho cepas microbianas, levaduras y bacilos principalmente, pero no hubo
indicios de una biorreduccion del grupo nitro (al revelar con sulfato cérico no se present6 la

coloraciéon que nos indicara la presencia de la amina o hidroxilamina).

5.4. PARTE 1V: Biorreduccion de la HNAC en medio liquido
La transformacion con levaduras y bacterias se hizo con 0.5 mg/mL del compuesto
nitrado. Esta prueba se hizo para saber si el cambio de color en el medio de cultivo estaba
dado por el metabolismo del sustrato nitrado y para conocer si alguna cepa era capaz de
realizar la reduccion selectiva del grupo nitro de la 4-hidroxi-2-nitroacetanilida.
A) Levaduras: La biotransformacion en medio liquido se efectud con una concentracion
del sustrato de 0.5 mg/mL en un volumen de 10 mL. Para ello fue necesario normalizar la
biomasa. Después, con la cantidad biomasa equivalente en los 3 matraces, se adiciond el
sustrato y se continuo con la incubacidn bajo las mismas condiciones por 24 h mas.
Cumplidas las 24 h de biotransformacion, se procedié a identificar los productos de la
transformacion mediante comparacion con estandares por la técnica de cromatografia en

capa fina (figura 60).
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Figura 60: Biorreduccion de la HNAC con levaduras. Concentracion usada: 0.5 mg/mL

En la figura 60, se compararon de los productos de la biorreduccion por levaduras (L-8,
L-10, L-3V, XB7 y XB3), con los estandares. En el carril 1, es la aplicacion del 4-amino-3-
nitrofenol (precursor de la HNAC). El numero 2 es la HNAC. En el carril numero 3, esta
aplicada la 4-hidroxi-2-aminoacetanilida (HAAC). La amina esta totalmente caracterizada
mediante las técnicas de RMN'H, E M. El numero 4, es la mezcla de los 3 compuestos
juntos para verificar su desplazamiento en un mismo carril de aplicacion. El resto de las
aplicaciones observadas en la CCF, son los productos resultados de la biorreduccion
realizada por las levaduras. No obstante, se observa con claridad dos productos derivados
de la biotransformacion. El producto principal, la amina, y un segundo compuesto, el cual
no ha sido caracterizado, en la parte superior del producto principal de la reduccion. Al
final de la biorreduccion con las levaduras se propuso el siguiente esquema general de la

transformacion (figura 61).

H H
N N
\ﬂ/ Levaduras \”/ + producto no
O -
° nocbacion caracterizado
Ho NO, HO NH,
Figura 61: Diagrama de la biorreducciéon de HNAC por levaduras

Diagrama general de la biorreduccion efectuada por las levaduras. El resultado: un
producto principal, la amina derivada, y un segundo producto el cual varié su concentracion
de acuerdo con cada cepa de levadura.

De este primer ensayo de reduccion con las levaduras se pudo seleccionar una cepa que
tiene la clave XL6, posteriormente caracterizada como S. cerevisiae A (la letra A es para
diferenciarla de la S. cerevisiae comercial) y que fue la propuesta para llevar a cabo la
cinética de biorreduccion de la HNAC. Esta cepa de S. cerevisiae A, se prefirio sobre el
resto de las levaduras ya que al término de la transformacion esta levadura produjo

practicamente un Unico producto, como puede observarse en la figura 62.
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Figura 62: Biorreduccion mediante la levadura XL6 (S. cerevisiae A)

En la figura 62, se compararon los estandares (los niimeros representan los carriles de
aplicacion de los estandares): HNAC en el carril 1, mezcla del nitro (Ia HNAC) y la amina
(HAAC), en el carril 2, mientras que en el nimero 3 se encuentra Unicamente la HAAC.
Las tres aplicaciones restantes corresponden a la amina producida por la biorreduccion con
la mejor cepa de levadura encontrada en este trabajo.

Este resultado fue muy importante ya que al parecer la mayoria de las levaduras, con las
que se conté para este trabajo, fueron capaces de hacer la biorreduccion del grupo nitro de
la HNAC, aun cuando algunas de estas produjeron un segundo producto, hasta el momento

39% que hasta el dia de hoy no existe un

no identificado, pues es bien sabido por la literatura
microorganismo capaz de llevar a cabo una buena biorreduccion de CAN sustituidos con
grupos electrodonadores y estas nuevas levaduras, aisladas a partir de mostos mezcaleros,
tienen la capacidad de hacerlo.

Es necesario aclarar que el procedimiento manejado en este trabajo para realizar la
reduccion fue diferente a los usados en la literatura. En la técnica publicada para hacer la
biorreduccion de CAN lo que generalmente se realiza es disolver 0.5 mmol del sustrato en
acetona o acetona-etanol y se agrega a 10 g de levadura comercial previamente activada. La
levadura habitualmente es liofilizada. La activacion de la levadura se efectia mezclandola
con una soluciéon amortiguadora (o simplemente agua destilada), y una fuente de carbono
(glucosa, fructosa, sacarosa) en una incubadora con agitacion orbital a 150 rpm y 30°C,
durante una hora. Esta desigual metodologia, es quizas la diferencia entre reduccién de un
CAN con un grupo electrodonador como el —OH y la no reduccion. Pues mientras por un
lado, se conoce la etapa de desarrollo del microorganismo, ya que fuimos nosotros quienes

seleccionamos la edad en la que levadura realizaria la biorreduccion. Por otro lado, no se

conoce la etapa del desarrollo en la cual fue liofilizada la cepa y ello puedo haber influido
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en cuanto a la maquinaria enzimatica que present6 el microorganismo en la reaccion, atin
cuando el microbio liofilizado sea activado con una fuente de carbono de fécil asimilacién
como la glucosa o sacarosa.
B) Bacterias: Al igual que con las levaduras, fue necesario estandarizar la biomasa de las
bacterias para la transformacion y se realizo de la misma manera que se hizo con las
levaduras, cambiando inicamente condiciones de incubacién y medio de cultivo.

A continuacion, se presentan los resultados de la transformacion con las diferentes cepas
de Pseudomonas, éstas fueron incubadas en medio liquido con una concentracion de 0.5
mg/mL del sustrato (por triplicado), y una biotransformacion con una concentracion de 0.8
mg/mL del sustrato, el resultado es practicamente el mismo al proporcionado por las
levaduras, un producto principal la 4-hidroxi-2-aminoacetanilida (HAAC), y mas derivados
en menor concentracion (figura 63).

HO2

2

o 8
HH2 PMs3 M2 PAs2 PLe3 PMs2

Figura 63: Biotransformacion de la HNAC por las cepas de Pseudomonas

La figura 63, muestra los productos de la biotransformacion con las diferentes cepas de
P. fluorescens. El carril marcado con NH; y el numero 1, representa la amina estandar, la
marca de NO; y el numero 2, es la HNAC y el resto de las aplicaciones corresponden a
cada una de las cepas. Las aplicaciones un punto en negro, corresponden a la
transformacion con 0.8 mg/mL de la HNAC, el resto fue 0.5 mg/mL. Al igual que las
levaduras las Pseudomonas producen un segundo sustrato el cual se puede observar en la
parte superior de la ccf.

En la figura 64, se presentan los resultados de la biotransformacion por las siguientes
cepas bacterianas: Bacillus sp, megaterium, subtillis, E. cloacae, Azotobacter sp y Xbl. La

concentracion de la HNAC manejada para prueba fue de 0.5 mg/mL.
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NO2 Azotobact
- i g B. subtitis

HH2 2 XB1 B.sp E. 3erogenes B. megaterium

Figura 64: CCF de la transformacién de la HNAC por cepas de bacterias

Donde: el carril marcado con NH2 y el numero 1, es la aplicacion de la amina (HAAC),
el marcado con el niimero 2 y NO2, es el sustrato la HNAC, posteriormente se presentan
las aplicaciones de los resultados de la biotransformacion con las cepas bacterianas.

Las bacterias, al igual que las levaduras, efectuaron la reduccion de la HNAC y ademas
producen un segundo sustrato después de 24 h de incubacion. Este segundo producto puede
observarse claramente con las cepas XB1 y Azotobacter sp y es menos visible con los
bacilos. En general las bacterias aparentemente efectuaron la misma biotransformacion que
las levaduras y por ello se propuso el siguiente esquema general de biorreduccion de la 4-
hidroxi-2-nitroacetanilida (figura 65), el cual es practicamente el mismo al propuesto para

las levaduras (figura 61).

H H
N . N
\ﬂ/ Bacterias /C( \ﬂ/ producto no
0 T o + .
Incubacion HO caracterizado
HO NO, NH,

Figura 65: Esquema general de biorreduccion de la HNAC por bacterias

De todas las cepas, finalmente, bacterianas se eligio, la P. fluorescens ZM2, por
producir el menor niimero de productos a las 24 h de iniciada la incubacioén y ademas por
ser capaz de desarrollar en la concentracion de 1.0 mg/mL.

Al termin6 de esta prueba ya se tienen seleccionadas las que podrian ser las mejores
cepas para efectuar la biorreduccion de la HNAC: la S. cerevisiae A y la P. fluorescens
ZM2. Para poder afirmar lo anterior es necesario llevar a cabo la cinética de biorreduccion

y saber finalmente cual de las cepas es la mejor para biorreducir la HNAC.

5.4.1. Biorreduccion de los nitro alcanos
Con la materia prima disponible se procedié a evaluar los microorganismos para saber
cual o cuales de ellos serian capaces de efectuar la biorreduccion de estos CALN. Sin

embargo, debido al tiempo ya no se realizaron pruebas de viabilidad a ninguna de las cepas
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microbianas y se optd por realizar directamente las pruebas de biorreduccion con todas las
cepas con las que se contaba para este trabajo. Las bacterias lacticas no fueron empleadas
para la biorreduccion de los CAN, debido a que no fueron obtenidos a tiempo y Uinicamente
se emplearon la biorreduccion de los CALN, y no biotransformaron a estos sustratos.

Es importante mencionar que el pH del medio de cultivo (medio L-B), en el cual se hizo
la biotransformacion era inicialmente neutro, pero después de crecer la bacteria, alrededor
de 24 h, el pH aumentaba cerca de dos unidades hasta un pH final de 9, determinado
unicamente con papel para la determinacion del pH.

A) Biorreduccion del FNPANO

Se emplearon dos concentraciones del FNPANO para la biorreduccion, la primera fue de
0.5 mg/mL y la segunda prueba se hizo con la concentracion de 0.3 mg/mL, pero ninguna
de las levaduras, ni las bacterias, fueron capaz de realizar modificacion alguna al sustrato,
excepto la cepa de E. coli, que fue la Uinica en dar resultado positivo en la transformacion.
Se uso6 una concentracion de 0.3 mg/mL y después de 48 h se produce 1 producto principal

y otros productos secundarios derivados de la oxidacion del primero (figura 66).

Figura 66: CCF de la biotransformacion del FNPANO por E. coli. Concentracion de sustrato: 0.3 mg/mL

Donde: el carril marcado con la letra A, representa la materia prima FNPANO (sefialado
con el namero 1). El carril C, es una muestra tomada después de 24 h de biotransformacion,
se pueden observar dos productos, principalmente, indicados con los nimeros 2 y 3, y el
sustrato (nimero 1), finalmente, el carril B es la biotransfomacion después de 48 h, en este
carril ya no se observa materia prima y se distinguen 2 productos (2 y 3). El producto
principal de la biorreduccion es el que se indica con el numero 3, mientras que el producto
2, proviene de la oxidacion del primero.

Se efectuo el ensayo de biorreduccion de 600 mg del FNPANO con la cepa de E. coli, y

el resultado se presenta en la tabla 13.
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Tabla 13: Cuantificacion del crudo recuperado de la biotransformacion del FNPANO

Cepa | mg FNPANO | Tiempo de |Crudo recuperado | Rendimiento (%)
incubacion
E. coli 600 mg 48 h 225 mg 37.5%

Después de obtener el crudo de la transformacion se procedié a realizar la purificacion
de los 2 productos principales de la reaccion (figura 66). La separacion se efectud en una
cromatografia en capa fina preparativa y se obtuvieron finalmente 100 mg del producto
marcado en la figura 66, con el nimero 2 y 120 mg del producto 3.

Por los resultados de las espectroscopias: se puede afirmar que hubo reduccion parcial
del grupo nitro del FNPANO, asi como una hidroxilacién del anillo aromadtico por parte de
la cepa de E. coli. Probablemente, el principal producto de la biotransformacién sea la

hidroxilamina o la oxima, cual sea de los dos productos esta hidroxilado (figura 67).

/@/YE col,/©/y E. COIIO/Y /@/Y
H HO

(o]
2R 6 2S Hidroxilamina Oxima
Figura 67: Posible biotransformacion del FNPANO por E. coli

La bacteria E. coli inicia la transformacion con la hidroxilacion del anillo aromético en
la posicion 4 (-para), respecto a la cadena del hidrocarburo nitrado, y posteriormente lleva
a cabo la reduccion parcial del grupo nitro.

En el caso de que el producto principal fuera la oxima, no se logré obtener las aminas o
hidroxilaminas aquirales, pues como se observa en la figura 67, la oxima tiene una doble
ligadura entre el nitrégeno y carbono, esto hace que el carbono de la cadena alifatica no sea
un carbono quiral o centro estereogénico.

No obstante, se aislaron dos productos de la biotransformacion del FNPANO con E.
coli. El mejor identificado, es la 1-(4-hidroxifenil)-propanona, la cual es un subproducto
que se forma por la oxidacion quimica de la oxima o de la hidroxilamina.

A continuacidn, se presenta el mecanismo propuesto para la formacion de la 1-(4-

hidroxifenil)-2-propanona (FenCeto) partiendo de la oxima (figura 68).
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Figura 68: Mecanismo propuesto para formacion de la 1-(3-hidroxifenil)-2-propanona, partiendo de la oxima

Por otro lado, en el caso de que el producto de la biorreduccion sera la hidroxilamina,
seria un avance muy importante en la biocatalisis, especificamente en la obtencion de
aminas o hidroxilaminas quirales a partir de reduccion de grupos nitro de CALN, pues
siendo este el caso, si se logrd obtener la hidroxilamina quiral. Sin embargo, debido a la
inestabilidad del mismo, las hidroxilaminas son muy inestables, no fue posible realizar una
caracterizacion 6ptima del producto, ya que una vez purificado éste se oxidaba facilmente y
no se corrobord que fuera la hidroxilamina. En seguida se presenta el mecanismo propuesto
para la formacion de la 1-(4-hidroxifenil)-2-propanona (FenCeto), partiendo de la

hidroxilamina (figura 69).

H\ N - —
(0] \ H\O \ o—H
NggPEEg gy
HO H” SOH HO H” SOH HO @ OH HO H’ N OH
2R 6 2S H
Hidroxilamina He
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Figura 69: Mecanismo propuesto para la farmacion de la 1-(3-hidroxifenil)-2-propanona, partiendo de la

hidroxilamina
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B) Biorreduccion del MDFNPANO

Al igual que el FNPANO, con el MDFNPANO se procedi6 inmediatamente a realizar la
biorreduccion con las cepas microbianas, sin hacer las pruebas de viabilidad. El resultado
fue que a excepcion de la bacteria E. coli, ninguna de las levaduras, ni el resto de las
bacterias fueron capaces de hacer modificacion alguna a éste sustrato.

La biorreduccion se llevd a cabo con una concentracion de 0.5 mg/mL del sustrato. Los

productos de transformacion después de 24 h, se presentan en siguiente ccf (figura 70).

» “_A

B —

e L.

e —

Figura 70: Productos de la biotransformaci:')n del M%FNOPANO seleccionados para la caracterizacion

En la figura 70: el primer carril es el MDFNPANO, los carriles siguientes pertenecen a
los productos de la biotransformacion parcial. El compuesto C, es el principal y los
sefialados con las letras A, B provienen de la oxidacion del primero.

Se realizo6 la biotransformacion a una mayor escala con la finalidad de poder caracterizar
los productos principales, para ello se empleo la misma concentracion (0.5 mg/mL), y se
incubd durante 48 h. En la figura 71, se comparan los compuestos producidos, tanto por

reduccién quimica, como por biotransformacion del MDFNPANO.

"B A
C—=8 i L=
1 2

Figura 71: Comparacion de productos de la biorreduccion (£. coli), y la reduccion quimica del MDFNPANO

En la figura 71, se observa, que ambas reducciones son muy similares, no obstante en

las ultimas 2 aplicaciones se observa claramente el compuesto producido de manera natural
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por la bacteria. Los carriles marcados con la linea negra y el nimero 1, pertenecen a la
reduccion quimica, mientras que los sefialados con la linea negra mdas delgada y el 2,
corresponden a la biorreduccion con la cepa de E. coli. Los numeros 1 y 2 que sefialan
directamente sobre los compuestos del primer y Gltimo carril representan: el metabolito
producido por E. coli y al MDNPANO respectivamente; las letras B y C son los productos
principales de ambas reacciones y como se observa presentan practicamente las mismas
caracteristicas en el andlisis cromatografico.

En la tabla 14, se presenta los datos obtenidos de la cuantificacion del crudo recuperado

de la biotransformacion del MDFNPANO. Se emple6 una cantidad de 600 mg del sustrato.

Tabla 14: Cuantificacion del crudo recuperado de la biotransformacion del MDFNPANO

Cepa mg Tiempo de Crudo Rendimiento (%)
MDNPANO | incubacion recuperado
E. coli 600mg 48 h 375mg 73.5%

Después de extraer el crudo de la transformacién se procedid a realizar la purificacion
de los 3 productos principales de la reaccion (figura 70). La separacion se efectud en una
cromatografia en capa fina preparativa y se obtuvieron 35 mg del producto marcado con la
letra A, 200 mg del producto B y 120 mg del compuesto C senalado en la figura 70.

Con los resultados de las espectroscopias: se puede afirmar que hubo reduccion parcial
del grupo nitro del MDFNPANO, y se obtiene un unico producto de la biotransformacion,
con la bacteria E. coli, la hidroxilamina o la oxima (figura 72).

2 2

NG, H/N\OH NJ
N ] Rezs R e
© O Hidroxilamina 0 Oxima

Figura 72: Posible biotransformacion del MDFNPANO por E. coli

Es muy importante mencionar que para este sustrato, la bacteria E. coli no realizé mas
que la biorreduccion selectiva y parcial del grupo nitro del MDFNPANO —pues para el
FNPANO hizo la hidroxilacion de la posicion 4 del fenilo—, quizé porque la posicion 4 del
anillo aromatico estd siendo usada por el —metilendioxi- que ocupa los lugares 3 y 4 del

anillo aromatico.
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Como resultado de la biotransformacion del 1-(3,4-metilendioxifenil)-2-nitropropano
(MDFNPANO), al igual que para el FNPANO, también se tienen dos posibilidades de
producto obtenido tras la incubacién: la hidroxilamina o la oxima.

En el primer caso que el producto principal fuera la oxima: no se logré el objetivo de
efectuar la resolucion del centro quiral “carbono 2” (figura 72), ya que la oxima tiene una
doble ligadura entre el nitrégeno y el carbono, esto hace que no sea carbono quiral.

No obstante, de la biotransformacion del MDFNPANO con E. coli, se aislaron tres
productos principales. —Por los resultados de la espectrometria de masas se descarto
inmediatamente el producto A (figura 70), ya que tiene un peso molecular muy lejano al de
la oxima e hidroxilamina—. Hasta ahora el compuesto mejor identificado, es la 1-(3,4-
metilendioxifenil)-2-propanona (producto B de la figura 70), la cual se sabe que es un
subproducto que se forma por la oxidacion quimica de la hidroxilamina o de la oxima.

A continuacion, se presenta el mecanismo propuesto para la formacion de la 1-(3,4-

metilendioxifenil)-2-propanona, partiendo de la oxima (figura 73).
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Figura 73: Mecanismo propuesto para la formacion de la 1-(3,4-metilendioxifenil)-2-propanona, partiendo de

la oxima

En el segundo resultado, posible, de la transformacion del MDFNPANO con E. coli,
en el caso de que el producto sea la hidroxilamina, si se logro hacer la resolucion del

carbono 2 del MDFNPANO (figura 73). Sin embargo, al igual que en el primer sustrato, a
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la inestabilidad del producto obtenido, las hidroxilaminas son muy inestables, no fue
posible realizarle una caracterizacion Optima, ya que una vez purificado éste se oxidaba
rapidamente y no se corroboré que fuera la hidroxilamina, e impidi6 realizar estudios
posteriores a la misma molécula (experimentos de rotacion Optica para saber si el isomero
conformacional producido era el R o el §). En la figura 74, se presenta el mecanismo

sugerido para formar la 1-(3,4-metilendioxifenil)-2-propanona, a partir de la hidroxilamina.

o) Cetona o) H

o o " ¢ "

OH o H

Figura 74: Mecanismo sugerido para la formacion de la 1-(3,4-metilendioxifenil)-2-propanona, a partir de la

hidroxilamina

El bajo rendimiento obtenido del producto principal en ambas biorreducciones se debe
que se produjeron compuestos muy inestables, muy probablemente la hidroxilamina. Con
base en lo publicado en la literatura, podemos proponer que la enzima que realizd la
reduccion parcial del grupo nitro de los sustratos alifaticos es una nitrorreductasa tipo I o de
las insensibles al oxigeno, ya que estas enzimas producen tanto la hidroxilamina como la
amina’’, ademas se sabe que la bacteria E. coli, produce este tipo de enzimas, de hecho, en
este microorganismo se identificé la primer nitrorreductasa sensible al oxigeno’”.

El resultado alcanzado es muy alentador, y aporta una nueva alternativa a la reduccion
quimica de los compuestos nitrados y es muy posible que pronto se encuentre algin
microorganismo capaz de efectuar la reduccion selectiva del grupo nitro de los compuestos

alifaticos nitrados.
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5.5. PARTE V: Biorreduccion de la HNAC a escala preparativa

Antes de realizar la biorreduccion a escala preparativa se llevo a cabo un estudio simple
de reduccion de la HNAC mediante las cepas: S. cervisiae A y la bacteria P. fluorescens
ZM2, ver anexo III, las cuales demostraron en la prueba de reduccion en medio liquido,
producir el menor nimero de productos tras 24 h de incubacion. El resultado de este ensayo
fue que la S. cerevisiae A, resulto ser el mejor microorganismo para la reduccioén de la
HNAC ya que no contintia con el metabolismo del producto principal, la amina (HAAC).
La finalidad de este ensayo fue conocer la mejor cepa para realizar de manera mas
cientifica la cinética de reduccion y se encontrd6 que la cepa de levadura aislada y
caracterizada en el laboratorio de trabajo fue la que presento las mejores caracteristicas, —
ya que produjo el menor numero de productos y no continud con la degradacion de la
amina —, para efectuar de manera mas controlada la cinética de reduccion de la HNAC.

Con el microorganismo seleccionado, la cepa de levadura XL6, y caracterizada como S.
cerevisiae A, se procedid a realizar la biotransformacion a escala preparativa de la 4-

hidroxi-2-nitroacetanilida. Los resultados se presentan en la tabla 15.

Tabla 15: Resultados de la biorreduccion a es cala preparativa de la HNAC con S. cerevisiae A

Cepa Sustrato (g) | Producto (g) | Rendimiento (%)
S. cerevisiae A 1.6g 1.106 85

La tabla 15, muestra los resultados de la biorreduccion de 1.6 g de la HNAC con la cepa
de S. cerevisiae A, aislada e identificada en nuestro laboratorio. Este microorganismo

produjo un rendimiento del 85% del producto completamente puro.

5.6. PARTE VI: Cinética de biotransformacion de la HNAC

Al igual que en la biotransformacion a escala preparativa, para poder llevar a cabo la
cinética de biorreduccion nos basamos en el ensayo de reduccion con las cepas S. cervisiae
A y la bacteria P. fluorescens ZM2, ver anexo III. Una vez seleccionada la cepa de trabajo
y con la finalidad de conocer el tiempo y concentracion final de la amina, se realiz6 la
cinética de biotransformacion de la HNAC, mediante la levadura recién caracterizada en
nuestro laboratorio de trabajo como: S. cerevisiae A (se le adicioné la letra A al final del

nombre unicamente para diferenciarla de la cepa comercial).
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Cinética de biorreduccion de la HNAC
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Figura 75: Cinética de biorreduccion de la HNAC por la S. cerevisiae A
En la figura 75, se muestra el grafico de la cinética de reduccion la HNAC con la S.
cerevisae A. Cada punto, en negro, es la concentraciéon del producto la 4-hidroxi-2-
animoacetanilida (HAAC), en miligramos (mg), a cada turno de muestreo. Se determin6
también el nimero de microorganismos presentes en cada muestra analizada, ver anexo II.
Para la cuantificacion de la amina se realiz6 una curva patron previamente en la cual se
grafico la concentracion de la amina contra la respuesta en el HPLC, para ver las curvas ir
al anexo I. La cantidad del producto en cada tiempo de muestreo y la concentracion final
total fue calculada mediante la ecuacion proporcionada por el programa del equipo HPLC,
después del ajuste lineal de los datos obtenidos de la cinética. A continuacién, se presenta
la curva patrén con la que se calculd la 4-hidroxi-2-aminoacetanilida (HAAC), en cada
punto del muestreo en la cinética: Y = 2,21e+007 X +9,71e+004, R: 0,999212.
En la tabla 16, se muestra el resultado de la cinética de reduccion de la HNAC, el
calculo tedrico de los miligramos de la amina a alcanzar y la cantidad real obtenida en

porcentaje y en miligramos calculadas mediante ayuda del HPLC.
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Tabla 16: Resultado de la cinética de biorreduccion de la HNAC por S. cerevisiae A

Cepa mg de HNAC | Tiempo de | mg tedricos | mg reales | Rendimiento
a biorreducir | incubacion del calculados | maximo (%)
producto (HPLC)
S. cerevisiae 0.5 mg/mL 2h 0.42 0.351 83.7
A 26 h 0.387 914

Los resultados obtenidos de la cinética son muy importantes, la reaccién ocurre con una
constante de velocidad calculada en: 1.557+ 0.221 mg/h-mL, con la S. cerevisiae A, y para
las 2 h de incubacion se tiene ya el 83.7% de la amina, cuando se usa una concentracion de
0.5 mg/mL. Es necesario considerar que esta cinética fue casi tan rapida como las obtenidas
en otros trabajos de investigacion®, efectuados en el mismo laboratorio de trabajo, pero
esta S. cerevisiae A produce mayor rendimiento del producto.

Por otro lado, la diferencia de este estudio, con otras pruebas de biotransformacion esta
dada por usar el microorganismo previamente crecido y no levadura liofilizada activada, lo
que puede significar mayor ventaja, debido a la maquinaria enzimatica activa, a la hora de
la biotransformacion, —esto puede influir, también, en porqué en las transformaciones
reportadas en la literatura, la levadura S. cerevisiae no reduce CAN sustituidos con grupos
electrodonadores—, ademas de que la levadura utilizada fue aislada y caracterizada por el
equipo de trabajo y puede presentar diferencias genéticas respecto a la comercial, lo cual se
podria comprobar mediante estudios de biologia molecular.

Con el antecedente de que la cepa comercial de S. cerevisiae, no reduce compuestos
aromaticos nitrados sustituidos con grupos donadores de electrones, se procedi6 a realizar
una comparacion entre este microorganismo, la S. cerevisiae A, aislada y caracterizada en

nuestro laboratorio y la bacteria E. coli.

5.6.1. Comparacion entre: S. cerevisiae (comercial), E. coli yla S. cerevisiae A
De la literatura se conocen los siguientes antecedentes:
1. E. coli, tiene la capacidad de producir enzimas nitrorreductasas (NR), y por lo tanto
es muy probable que realizara la reduccion de la HNAC.
2. S. cerevisiae comercial no realiza la reduccion de compuestos aromaticos nitrados
sustituidos con grupos electrodonadores®™™ ™.

Para llevar a cabo la prueba de comparacion con estos microorganismos (S. cerevisiae y

E. coli y la S. cerevisiae A) fue necesario manejar condiciones similares con las que se
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venian manejando en este estudio. Se emplearon: medio YM y L-B, para levaduras y la
bacteria respectivamente. Luego entonces, fue necesario sembrar a la cepa comercial en
medio YM, esperar a que desarrollara durante 24 h. Posteriormente, se resembrd una vez
mas la cepa en medio de cultivo nuevo y se procedio a la estandarizacion de la biomasa
para continuar con la biotransformacion en si.

Con la biomasa de las tres cepas estandarizadas se adiciono 0.8 mg/mL del sustrato y se

comprobd a las 24 h de incubacién. Los resultados se presentan a continuacion (figura 76).

E. coli

- - -

Hog 2 3
HHE § cerevisiae Hhe

Figura 76: Reduccion de la HNAC con E. coli, l;l; cerevisiae Ay la S. cerevisiae comercial

Donde: el numero 1 pertenece a la aplicacion de la HNAC, el numero 2 a mezcla de la
HNAC y HAAC, el namero 3 corresponde a la amina (HAAC). El resto de las aplicaciones
son los triplicados de la biorreduccion por la E. coli, l1a cepa S. cerevisiae A y la levadura
comercial S. cerevisiae.

Como se observa en la figura 76, en contraste a lo reportado por A. Blackie Josie y
colaboradores™ y Navarro-Ocafia y colaboradores™, la cepa comercial de S. cerevisiae
reduce a un CAN sustituido con un grupo fuertemente electrodonador. No obstante, hay
que aclarar que las condiciones utilizadas en la publicaciéon no fueron las mismas a las
empleadas en esta investigacion. Es necesario recordar que existen diferencias en cuanto al
estado viable entre la levadura utilizada en este ensayo y la empleada en otras pruebas™ %,
porque fue la misma cepa comercial que en estudios anteriores no hizo la reduccion. Este
nuevo resultado obtenido de la “S. cerevisiae comercial” puede ser atribuido al hecho de
haber revitalizado la levadura mediante la resiembra, pues muy seguramente este proceso
implico la activacion total de su metabolismo y esto se reflejo en la reduccion de la HNAC,

y esto no ocurre cuando la cepa es activada, durante 1 h, para efectuar la biotransformacion.

5.7. Reduccion de otros CAN
Esta parte del trabajo se dejo al final debido ya que fue necesario contar con las mejores

cepas para no tener que hacer una nueva seleccion de los microorganismos. Por ello, con
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los mejores microbios seleccionados las cepas de: E coli, S. cerevisiae A,y P. fluorescens

Zm2, se hizo la prueba de biotransformacion de los siguientes compuestos nitrados, ver

figura siguiente.

N\n/ N\n/ N\n/
ON ng N0 SCN B2 NO, F,C e NO,

4,2-dinitroacetanilida 4-isocianato-2-nitroacetanilida  4-trifluorometil-2-nitroacetanilida
N\n/ N\n/
/@[ (6] /@: (0]
0 NO, OH,C NO,
HNAC MNAC

4-hidroxi-2-nitroacetanilida  4-metoxi-2-nitroacetanilida

N\n/ N\ﬂ/
/@ 0 0
\/\S D2 N02 02N E2 NO2

4-tiopropil-2-nitroacetanilida N-bencil-4,2-dinitroacetanilida

Figura 77: CAN sometidos a biorreduccion con: E. coli, P. fluorescens Zm2 y S. cerevisiae A

La figura 77, muestra las estructuras quimicas de los CAN sometidos a transformacion
con las cepas microbianas de E. coli, S. cerevisiae A 'y P. fluorescens Zm2. En todas las
pruebas se emple6 una concentracion de los sustratos de 0.5mg/L y fue llevada a cabo en
un volumen de 10 mL y durante 24 h de incubacion en condiciones controladas, todos estos
ensayos se hicieron por duplicado, los resultados se resumen en la tabla 17.

Tabla 17: Resumen de reduccion de los CAN (figura 77), por las cepas de E coli, P. fluorescens

Zm2 y S. cerevisiae A

Microorganismo | A2 | B2 |C2 | D2 | E2 | G2 | HNAC | MNAC
E coli No| Si| Si | Si |No| No Si -
S. cerevisiae A Si| Si| St | Si| Si]| Si Si No
P. fluorescens Zm2 | No | -- | No| -- | no | No Si Si

Como se puede observar en la tabla 17, la cepa de levadura aislada y caracterizada en
nuestro laboratorio, S. cerevisiae A, fue la que al final aportd los mejores resultados en
cuanto a la reduccion de compuestos aromaticos nitrados, pues hizo la reduccion de 6 de los
7 compuestos con los que se probd, mientras que la segunda mejor E. coli. Y finalmente, la
bacteria P. fluorescens ZM2, que Unicamente fue capaz de reducir a la HNAC, no obstante

si transform¢6 a la MNAC, sin que conozcamos exactamente el derivado de esta reaccion,

69



RESULTADOS Y DISCUSION

debido a que no se continu6 con el estudio de este sustrato. Lo importante de este ensayo es
que tanto la E. coli, como la de S. cerevisiae A, fueron capaces de reducir a los CAN
sustituidos con grupos donadores de electrones D2. El rendimiento de la biorreduccién para
este sustrato fue del 50%, el resultado es similar y no mejor, desafortunadamente, a los
divulgados en la literatura para cuando existen este tipo de sustituyentes en el anillo

aromatico'2%1%

. En la literatura mencionan tiempos de reaccion hasta de 48 h y los
rendimientos que se obtienen generalmente son menores™, cuando se usa la S. cerevisiae
comercial. En nuestro caso el tiempo de incubacion fue unicamente de 24 h y el
rendimiento fue muy similar a los publicados en la literatura. Sin embargo, una vez mas
aclaramos la diferencia principal en las metodologias usadas para realizar las reacciones de
biotransformacion: en las publicaciones usan levadura liofilizada la cual activan 1 h antes
de adicionar el sustrato a transformar; en nuestro trabajo se utilizé la cepa con 24 h de
crecimiento previo, lo cual implica que la maquinaria enzimatica presente en el
microorganismo, sea mas activa que la presente en la cepa reactivada, a la hora de efectuar
la biotransformacion, y desde luego, esto se demuestra con los resultados obtenidos.

Este ensayo nos permitido encontrar al menos 3 cepas, dos bacterias y una levadura,
capaces de realizar la biorreduccion de la HNAC, y de otros compuestos aromaticos
nitrados sustituidos, con rendimientos superiores al 50% de la amina, cuando se utiliza una
concentracion de sustrato de 0.5 mg/mL. Pero, por los resultados de las pruebas de
viabilidad y el ensayo previo de biorreduccion las cepas de P. fluorescens ZM2 y la S.
cerevisiae A, son aptas para efectuar la reduccion de una concentracion a mayor 0.5 mg/mL
de la 4-hidroxi-2-nitroacetanilida.

Se caracterizo levadura capaz de efectuar la biorreduccion selectiva de la 4-hidroxi-2-
nitroacetanilida en tiempo de 2 h y suministrando el 83.7% de la amina, cuando se maneja
una concentracion del sustrato de 0.5 mg/mL. Fue posible comprobar que la levadura
comercial S. cerevisiae, bajo las condiciones empleadas en este estudio, es capaz de llevar a
cabo la reduccion selectiva de una concentracion de 0.8 mg/mL de un CAN sustituido con
un grupo fuertemente donador de electrones: la 4-hidroxi-2-nitroacetanilida.

Se encontré también que la bacteria E. coli fue la tnica que transformé los compuestos

alifaticos nitrados (1-fenil-2-nitropropano y 1-(3,4-metilenedioxifenil)-2-nitropropano.
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6. Conclusiones

v

Todas las cepas, a excepcion de R. mucilaginosa, desarrollaron en presencia de
0.5 mg/mL de la HNAC.

Se demostr6 que la mayoria de las cepas empleadas en este trabajo fueron
capaces de realizar la biorreduccion selectiva del grupo nitro de la HNAC.

La S. cerevisiae A, aislada y caracterizada en nuestro laboratorio, fue la mejor
cepa para la biorreduccion de los compuestos aromaticos nitrados propuestos.

La §. cerevisiae A, efectud la reduccion de una concentracion de 0.5mg/mL de
la HNAC con una constante de velocidad de 1.557 mg/mL-h.

La bacteria E. coli fue el unico microorganismo, de los que se obtuvieron para
este ensayo, capaz de biotransformar los compuestos alifaticos nitrados.

No se logrd caracterizar al compuesto directo de la biotransformacion de los
CALN con la E. coli, pero los indicios encontrados nos indican que se trata de la
oxima o de la hidroxilamina.

La E. coli, realiz6 la hidroxilacion del anillo aromatico en la posicion para-
respecto a la cadena alifatica y la reduccion parcial del grupo nitro del 1-fenil-2-
nitropropano.

Las cetonas identificadas en la transformacion de los CALN, provienen de la
oxidacion del producto directo de la biotransformacion.

La reduccién de los sustratos aromaticos nitrados sustituidos con grupos
donadores de electrones no tiene un patréon a seguir (como el caso de nitro
aromatico sustituido con grupos atractores de electrones). Es decir, es necesario
realizar una seleccion de los microorganismos para cada uno de los sustratos.

La cepa de levadura S. cerevisiae A, tiene mayor capacidad de reduccion de
sustratos nitrados aromaticos con electrodonadores que las cepas de: E. coli , P.

fluorescens Zm?2.
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7. PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO

v Efectuar un estudio mas preciso de la biotransformacion de la 4-metoxi-2-
nitroacetanilia (MNAC).

v" Estudiar la enzima o enzimas, presentes en la S. cerevisiae A, responsables de la
reduccion de la HNAC.

v Confirmar si la bacteria E. coli, realiza la biorreduccion de otros compuestos
alifaticos nitrados y buscar la o las enzimas que llevan a cabo la reduccion.

v" Investigar la manera de estabilizar el producto de la biorreduccion de los nitro
alcanos, para evitar su oxidacion, e identificarlos completamente.

v" Realizar la biotransformacion de los nitro alcanos en diferentes condiciones,
extractos bacterianos, anaerobiosis, y utilizar microorganismos, diferentes a los

usados, para efectuar la biorreduccion.
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ANEXO1I

ANEXO I: CURVAS PATRON
La figura 78, muestra la curva patron de la 4-hidroxi-2-nitroacetanilida HNAC, tal y

como fue calculada por el programa del HPLC.
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£ &,000e+006
4,000e+008] =
2,000e+006

0,000e+000

-2,0002+006
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Arncunt
Figura 78: Curva patrén de la 4-hidroxi-2-nitroacetanilida: HNAC
Name: HONO2 Time: 9,532 Fit Type: Linear (1st Order) R: 0,999212 Rt}: 0,998425
Equation: Y = 2,21e+007 X +9,71e+004. Los datos anteriores corresponden al grafico, se
presentan la ecuacion correspondiente y los coeficientes de la misma.

Tabla 18: Datos de la curva patrén de la HNAC proporcionados por el programa del HPLC

Peak: HONO2
Name | Name |Leve!| Amount| Response | (EE | L onl “Baint | Poin
1 |.08mg/mL HONO2 0,060 [1,439e+0085 |0,060677 1,129 | No No
2 | 08mg/mly HONO2 0,060 [1,430e+0085 |0,060293 0,489 | No No
3 |.08mg/mlL HONO2 0,060 [1,429e+0085 |0,060237 0,395 | No No
4 | .18mg/ml HONO2 0,180 |4,139e+0086 |0,182797 1,554 | No No
5 |.18mg/mly HONO2 0,180 |4,155e+0086 |0,183507 1,948 | No No
6 |.18mg/ml HONO2 0,180 |4,162e+0085 |0,183822 2,124 | No No
7 | 48mg/ml HONO2 0,480 [1,046e+007 |0,468669 | -2,361 | No No
8 | 48mg/ml HONO2 0,480 [1,038e+007 |0,465083 | -2,108 | No No
9 | 48mg/ml HONO2 0,480 [1,039e+007 |0,465372 | -2,048|No No
10 6mgimL | HONOZ 0,600 |1,334e+007 |0 607885 1,314 | No MO
11| .,8mg/mL | HONO2 0,600 [1,364e+007 |[0,612585 2,097 | No No
12| ,8mg/mL | HONO2 0,600 [1,356e+007 |0,609071 1,512 | No No

La tabla 18, presenta los datos de la curva patron de la HNAC empleada para

calcular la disminucion del sustrato nitrado en la cinética de biorreduccion de la HNAC.
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ANEXO1I

La figura siguiente es la curva patréon de la amina (4-hidroxi-2-aminoacetanilida)

derivada de la reduccion de la HNAC
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I.E-D:e+:n?_z
1.E-D:e+:D'.'—E Jr
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e ] -.
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Figura 79: Curva patrén de la 4-hidroxi-aminoacetanilida: HAAC
Name: HONH2 Time: 4,286 Fit Type: Linear (1st Order) R: 0,999442 Rf:

0,80

0,998884

Equation: Y = 2,31e+007 X +4,66e+005. Los datos anteriores corresponden al grafico de la

curva patron de la amina. Se presentan: la ecuacion y los coeficientes de la misma.

Tabla 19: Datos de la curva patron de la HAAC suministrados por el HPLC

Peak: HONHZ2
Name | Name | Level| Amount| Response | \EC | oo Lol "pomt | pont
1 |0,051mg/mly HONH2 0,051 |1,438e+006 |0,042045 | -17,560 | No No
2 | 0,051mg/my HONH2 0,051 |1,446e+006 |0,042389 | -16,885 | No No
3 | 0,051mg/my HONH2 0,051 |1,426e+006 |0,041527 | -18,574 | No No
4 [02mg/mL | HONH2 0,200 |5,147e+006 |0, 204640 2,320 | No No
5 |0,2mg/mL | HONH2 0,200 |5,240e+006 |0,206534 3,267 | No No
6 [0,2mg/mL | HONHZ 0,200 |5,261e+006 |0,207421 3,710 | No No
7 | 0,48mg/mL | HONH2 0,480 |1,146e+007 |0,475424 | -0,953 | No No
& |0,48mg/mL | HONHZ 0,480 |1,195e+007 |0,496751 3,490 | No No
9 | 0,48mg/mL | HONH2 0,480 |1,194e+007 |0,496249 3,385 | No No
10 | .8mg/mL | HONH2 0,800 |1,874e+007 |0,790558 | -1,180 | No No
11| .8mg/mL | HONH2 0,800 |1,892e+007 |0,7968075 | -0,241 | No No
12 | .8mg/mL | HONH2 0,800 |1,876e+007 |0,791387 | -1,077 | No No

Los datos presentados en la tabla 19, son de concentracion y respuesta de la amina

usados para la curva patrén empleada para calcular la concentracion de la amina durante

la biorreduccion de la HNAC.
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ANEXO II: VARIACION DE LA BIOMASA DE LA S. cerevisiae A

El siguiente grafico muestra la variacion de la biomasa de la levadura S. cervisiae
durante la cinética de biorreduccion de la HNAC. Como se puede observar existe gran
variacién del nimero de microorganismos durante los diferentes tiempos de muestreo,
sin embargo si tomamos en cuenta que a las 2h de iniciada la biotransformacion se tiene
ya mas del 80% del producto, el que la biomasa aumente después de este tiempo ya no

tiene mucho sentido pues si fuera el caso a las 2h se puede dar por terminada la

biotransformacion.
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Figura 80: Variacion de la biomasa de la S. cervisiae durante la cinética de reducion
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ANEXO III

ANEXO III: COMPARACION ENTRE: S. cerevisiae A y P. fluorescens ZM2

Ensayo de cinética de biorreduccion de la 4-hidroxi-2-nitroacetanilida mediante las

cepas microbianas de: S. cerevisiae A 'y P. fluorescens Zm2. En el grafico se puede

observar como la cepa bacteriana de P. fluorescens Zm2, después de 10h de incubacion

inicia la degradacion del producto de interés y contintia hasta la degradacion total de

este producto. Por lo que para los experimentos restantes de reduccion a escala

preparativa y para la cinética de biorreduccion se emple6 unicamente la S. cerevisiae A

aislada y caracterizada en el laboratorio de trabajo.
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Figura 81: Comparacion de la biorreduccion de la HNAC entre: S. cerevisiae A 'y P. fluorescens ZM2
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ANEXO IV

ANEXO III: DATOS ESPECTROSCOPICOS
Datos de IR (cm™), y EM m/z (Intensidad relativa).

COMPUESTO IR (cm™) EM m/z (Intensidad relativa)
HNAC No se realizd experimento 196 (M" 18), 154 (100), 109
H\[( (4), 94(4),42(2)
0@
HO NO,
HAAC No se realizd experimento 166 (M"), 124 (3), 108 (49),
HY 94 (4), 78 3)
00
HO NH,
FNPANO 3087, 2991, 1605, 1549, 1496, 165 (M" 5), 118 (100), 103
1453, 1388, 1369, 855, 751, 700 (6), 91 (43), 79 (2)
NO,
MDFNPANO 2991, 1608,1549, 1491, 1444, 209 (M" 100), 163 (28), 147
1389, 1359, 1249, 1124, 1039, (21), 133 (50), 121 (10), 105
o 930, (59), 89 (19), 77 (92), 63 (41)
o 2
o
FenCeto 3416, 2991, 2856, 1714, 1617, | 150 (M" 11), 132 (3), 104 (9),

.

HO

1455, 1352, 1277, 743

71 (18), 57 (30)

MDCeto

g

0

o

2905, 2855, 1711, 1603, 1479,
1447, 1251, 1038, 926

178 (M 50.5), 162 (4), 135
(100), 91(35), 77 (73)

Datos obtenidos de los probables productos principales de la biorreduccion de los

nitro alcanos con la cepa de E. coli.

COMPUESTO

EM m/7 (Intensidad relativa)

T
o]
T
(@]
\
pd
T

167 (M" 12), 149 (37), 134 (6), 108 (7), 78 (4), 57 (52), 18 (51)

195 (M"0.2), 194 (2), 179 (2), 163(2), 146 (7), 117 (98), 103 (10),
77 (7), 18 (8)
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ANEXO IV

Datos RMN'H (300MHz, CDCl3), del FNPANO:

Datos RMN"C (75 MHz, CDCl3) del ENPANO: & (Tipo de carbono, asignacion)
135.47 (CH, C-4), 128.96, 128.80, 127.39 (CH, C-9, C-8, C-7, C-6,
1

C-5), 84.41 (CH-NO,, C-2), 41.14 (CH,, C-3), 18.78 (CH3, C-1)

5 4

H o Tipo de sefial | J(Hz) | Tipo de hidrogeno
a 1.55 d 6.6 R-CH;
¢ [3.01 dd 45, o
13.8 <R
c’ 3.33 dd 7.2,
13.8
H
b 4.78 sext 6.9, R\%R'
13.8
NO,
dyh |7.17 dd 18, 8.1 dy
e H R
fH h H
gH
e,f,yg|7.30 m | - dy
eH R
fH h H
g H

2
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ANEXO IV

Datos de RMN'H de la 1-(3,4-METILENDIOXIFENIL)-2-PROPANONA
(MDCeto): 300MHz, CDCl;

HC
Hd a
b
0]
0] Hf
0
e
H| 9 Tipo de sefial J (Hz) Tipo de hidrogeno
a| 215 S -—- R-CH;
b | 3.60 s H
R
0]
e | 59% S - H. O-R
e X R
H O
c | 6.64 dd 1.5,7.8 HC
Hd R
0] Hf
0o
f| 6.68 dd 0.3,1.5 HC
Hd R
@] Hf
o
e
d| 6.77 d 7.8 HC
HY R
o) Hf
0
e

Datos RMN"C (75 MHz, CDCl;) DE LA 1-(3,4-METILENDIOXIFENIL)-2-
PROPANONA (MDCeto): (6 (Tipo de carbono, asignacion)

s ~E 2 190.18 (C=0, C-2), 146.66 (C-O, C-7 6 C-8), 147.88 (C-0,C-7 6
3

m C-8), 122.44 (CH, C-9), 109.68 (CH, C-6), 108.40 (CH, C-5),

07 g

_d 100.98 (CH, C-10), 50.47 (CHa, C-3), 28.99 (CHj, C-1)
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ANEXO IV

Datos de RMN'H (300MHz, CDCl;), de la 1-(3-hidroxifenil)-2-propanona:

H o Tipo de sefial J (Hz) Tipo de hidrogeno
a 1.75 S --- R-CH;
b |3.68 s HO
R
0]
dyf| 753 dd 33,57 e
dH R
HO ~H
¢ H
cyh|7.71 dd 33,57 He
dH R
HO H
i H

Datos RMN"C (75 MHz, CDCl3) del ENPANO: 8 (Tipo de carbono, asignacion)
2 206.44 (C=0, C-2), (C-OH, C7), 127.66 (CH, C-5 6 C-9), 124.09
1
3 i (CHy, C-3), 119.79 (CH, C-6 6 C-8), 51.03 (CH,, C-3), 29.22 (CH3,

HO

5

4

9

C-1)
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ANEXO IV

ESPECTROS SELECCIONADOS

Espectro de RMN'H de la HAAC
é‘/“ﬂ/--ﬂ 4!\‘1,.6/,/} A.‘//Q

(-05
rturo Na /Ricardo Lop: L.
2/DMS0~-d6 3 3 532 2
10" NHz LR & ss Ll
DNSO 2.49 ppm ~ o ~ ~e -
©
28
' Sequence: s2pul (30

~9.934

10.228

LJ HO NH0
J \= iz - = 2 A____JII\—A_AJ —_— A

coo -
2233 s
2532 s
LR .
P o
<7

| ::

“s

| s

| L12

| g

| |2

-

| V|

\ SR
= N i AL
B e Py
7.30 7.20 7.10 ppm

- _J,L_

- — e - L*,,A
e R = e PSS - =
10 9 8 7 6 5 a 3 2 1
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ANEXO IV

Espectro de RMN'H de la MDCeto:

2 23
il 5
] :
I ) [
! ] [
1 |
\
6.80 6.76 6.72 6.68 6.64 opm 5.965 ppm ppm 2.170 ppm
|
o) [
0 i
o |
- % B B 1. _ _ A A A
11 10 9 a8 7 6 S 4 3 2 1 ppm

Espectro de RMN'H del posible 1-(4-hidroxifenil)-2-hidroxilaminopropano

1

»R* -
FNPANDX /O -§- —
- : <o
VAR <
829
P oqe “
)
- -
By - 7.66 7.60 7.54 ppm 8.28 5.925 8.22 §.19% ppm
HN ‘
HO OH *
ll j“
I
|
- - | S ._._—4"“ e s_,.JL_
12 11 10 9 8 6 S q 3 ppm
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ANEXO IV

Espectro de RMN'H de la FNPANO:

NO,

11 10 9 8 7 6 5 a 3 H 1 ppm

[ i
B |
s \ | &
1 x
NO,
(0]
\_—o
4.76  4.70 ppm
|l ‘
o | I ¥
12 11 10 9 8 7 6 S 4 3 2 1 ppm
0.382 -] 1.01 o
1.60 & 1.0

91



	Portada

	Índice General

	Resumen
	1. Introducción
	2. Hipótesis
	3. Objetivos
	4. Procedimiento Experimental

	5. Resultados y Discusión
	6. Conclusiones
	7. Perspectivas del Estudio
	8. Bibliografía
	Anexos


