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2. INTRODUCCION

La naturaleza ha sido una “fuente ilimitada” de compuestos con diversas estructuras, tanto en
composicibn como en disposicion espacial, que ha provocado el desarrollo de técnicas
experimentales de sintesis dentro de la Quimica. De igual manera, el estudio de los mecanismos
de accion dentro de las diferentes rutas metabdlicas ha proporcionado informacion valiosa
acerca de la especificidad y selectividad requerida en dichos procesos pues un pequefio cambio
estructural da lugar a importantes diferencias en el comportamiento fisicoquimico de ciertos
compuestos.

Respecto a esto, la estereoquimica ha jugado un papel importante en el desarrollo de farmacos
debido a su accion dentro del metabolismo. Compuestos con igual forma estructural, pero
diferente disposicion tridimensional pueden tener efectos farmacolégicos distintos e
incomparables. Por ello, los estudios en sintesis asimétrica o0 estereoselectiva se han
incrementado y no sélo se limitan al uso de reactivos proquirales, inductores quirales o
modificaciones que provocan cierta quiralidad en los productos, sino a valerse de algun medio
biolégico o enzimatico.

Diversos cultivos de bacterias, hongos, levaduras y, en menor grado, plantas se han utilizado
para producir o biotransformar compuestos enddgenos (de origen biolégico) y exdgenos (de
origen sintético) con diferentes fines. Uno de ellos es obtener productos estereoselectivos a
partir de sustratos proquirales o quirales, sin embargo, la utilizacién de un compuesto racémico
para obtener una configuracién especifica por medio de la desracemizacion representa otra
alternativa.

En este proyecto se investiga la capacidad de los cultivos vegetales en suspension de 7axus
globosa 'y Taxus brevifolia para desracemizar una mezcla de 3-hidroxibutanoato de etilo como
sustrato racémico. De manera paralela, se determina la influencia de pardmetros a considerar
cuando se trabaja con una fuente biolégica como el pH, tipo de disoluciébn amortiguadora del
medio de biorreaccion, presencia de sacarosa, temperatura y cantidad de sustrato, ademés de
involucrar una variable, poco estudiada, como lo es la edad de los cultivos.

Asi mismo, se utilizan, individualmente, los enantiomeros del 3-hidroxibutanoato de etilo como
sustrato para elucidar el posible mecanismo de biorreaccién, si es el caso.



3. ANTECEDENTES

Los conocimientos adquiridos a partir del estudio de la materia, la energia y sus cambios han
ocasionado que la Quimica se relacione con cualquier fenémeno dentro de la naturaleza vy,
mas aun, ésta ha sido el objeto de estudio y la fuente de inspiracién para relacionar su
diversidad con cierto sistema logico y uniforme de pensamiento denominado Ciencia. Esto ha
traido como consecuencia el descubrimiento y aislamiento de compuestos con diferentes
propiedades fisicoquimicas que el hombre ha decidido incorporar a su vida.

Esta relacion bilateral entre la naturaleza y el hombre nos ha proporcionado las herramientas
necesarias para conocer, a nivel molecular, la infinidad de cambios conformacionales y
estructurales que pueden presentar los compuestos. Por ello, ahora sabemos, que existen
compuestos que pueden estar constituidos por una misma clase de atomos, sin que ello
impligue misma estructura o misma forma fisica.

Bajo esta premisa, la Medicina y el desarrollo de la Quimica han requerido un mayor
compromiso social pues, en la naturaleza, la distincion entre compuestos con la misma
constitucion, pero diferente estructura se vuelve clave cuando el resultado puede llegar a ser
vital.

3.1. ESTEREOQUIMICA

El &rea de la Quimica que se encarga del estudio de las diferentes formas geométricas en tres
dimensiones que puede adoptar una molécula es la estereoquimica y el origen de ésta radica
en la simetria.

La manifestacion de esta propiedad se remonta al siglo XVIII en el cual la fermentacion de la
uva arrojaba un solido, hasta ese momento, conocido como “tartaro” (tartrato acido de potasio).
A principios del siglo XIX se encontré un comportamiento alterado de este compuesto por lo que

»na

Gay-Lussac lo denominé “acido racémico””.

* De la palabra latina racenus



Estudios posteriores referentes al comportamiento de la luz polarizada® indicaron que una
disolucion de “tartaro” desviaba el haz de luz hacia la derecha, mientras que el “acido racémico”
no desviaba la luz.

Las observaciones de Eilhard Mitscherlich en el estudio de tartratos de sodio y amonio
sintetizados en el laboratorio llevaron a Louis Pasteur a resolver este enigma. En 1848, Louis
Pasteur logré distinguir con ayuda del microscopio dos tipos de cristales en las sales del acido
tartarico sintético y pudo darse cuenta que una disolucion de ambos cristales no desviaba la luz
polarizada, pero si los disolvia individualmente, la luz polarizada se desviaba en un caso hacia la
derecha (denominado D por dextrdgira) y en el otro hacia la izquierda (denominado L por
levogira) con la misma magnitud.

Posteriormente, Van’'t Hoff y LeBel descubrieron que la disposicion de atomos alrededor de un
atomo de carbono producia un geometria tetraédrica lo cual se traduciria en la existencia de
compuestos con misma féormula condensada, pero diferente formula desarrollada que fueron
denominados isbmeros.

La isomeria en los compuestos se puede presentar tanto en conectividad de atomos (isémeros
estructurales) como en disposicién espacial de los mismos (estereoisdmeros). Dentro de los
estereoisbmeros se pueden distinguir dos tipos, dependiendo de la capacidad para
interconvertirse por rotacion de enlaces, isdmeros conformacionales y configuracionales.
Los isémeros configuracionales comprenden compuestos diasteroméricos y enantiomericos.

La existencia de compuestos con centros de quiralidad obligbé a adoptar varios tipos de
nomenclatura dependiente de la estructura tridimensional y/o de sus manifestaciones fisicas
como la rotacion optica. La infinidad de compuestos quirales descubiertos ocasioné que la
nomenclatura no resultara aplicable para todos y, hoy en dia, esta sujeta al area de
investigacion, posicion de los sustituyentes y/o a la presencia de centros de quiralidad.

En este proyecto, s6lo se har4 mencion a la propuesta por Cahn, Ingold y Prelog en la cual se
asigna una configuracion absoluta en base a una prioridad de los sustituyentes del centro de
quiralidad de acuerdo a su niumero atdomico. Si la prioridad creciente ocasiona un circulo hacia
la derecha (mismo sentido que las manecillas del reloj) se denomina Ry, por el contrario, si la
direccion es hacia la izquierda (contrario a las manecillas del reloj) se denomina S.

® La luz emitida por cualquier fuente se dispersa o vibra a través de todos los planos perpendicular a
su trayectoria. La luz polarizada esta limitada a vibrar en un solo plano lo cual se logra haciendo
pasar la luz por un filtro polarizante (arreglo de Nicol) de calcita (CaCO;) o un lente Polaroid.



Hoy en dia, la definicion de compuesto quiral se ha extendido de tal manera que los centros de
quiralidad [1] no son tan faciles de definir y puede ser que no se refieran a un solo atomo
(Figura 1).
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Figura 1. Representacion de compuestos quirales




Diversos compuestos y una fraccién de farmacos comerciales son mezclas racémicas® y, a pesar
de que presentan similitud en sus propiedades, los efectos farmacocinéticos y/o
farmacodinamicos dentro del cuerpo pueden ser distintos, por ejemplo de beneficio (principio
activo), indiferencia (inactivo), toxicidad o, simplemente, diferir en percepcion sensorial.

Formulaciones racémicas o de un solo enantiomero pueden estar sujetas a la bioconversion en
otros compuestos al entrar en las diferentes rutas metabdlicas. A partir de 1992, los estatutos
politicos de la FDA® recomiendan realizar pruebas farmacolégicas tanto con la mezcla racémica
como con los enantiébmeros individuales y determinar la composicion especifica de ambos
enantiémeros en el farmaco a comercializar [2].

La necesidad de desarrollar farmacos enantioméricamente puros ha aumentado en los uUltimos
afios pues este hecho ha traido consigo la recomercializacion de formulaciones, antiguamente
racémicas, retiradas del mercado por causar alteraciones fisiolégicas, o bien, la potencializacion
de la accion farmacologica (Figura 2). [3, 4]

No quiral, 27%

Enantibmero puro
con multiples
centros quirales,
47%

Mdltiples
diasteroisomeros, ——___|
2%

Racematos, 5%

Enantibmero puro
con un centro
quiral, 18%

Figura 2. Proporcion aproximada de farmacos aprobados (FDA)
entre enero 2004 y junio 2006

¢ Mezcla equimolar de dos enantiémeros (50R:50S) en cualquier estado de agregacion
4 «U.S. Food and Drug Administration”



3.2. SEPARACION DE ESTEREOISOMEROS

Dado que las propiedades fisicoguimicas de los compuestos, tales como punto de ebullicién,
punto de fusion, solubilidad, indice de refraccion, momento dipolar, etc., dependen de su
estructura tridimensional, los diasteroisomeros tienen propiedades distintas entre si, sin
embargo, los enantiémeros coinciden en sus propiedades, salvo en rotacion éptica la cual difiere
en sentido (+ vy -)°.

La separacion de diasteroisomeros se puede realizar con técnicas de purificacion como
cristalizacion, destilacion, cromatografia, extraccion, etc., pero, al tener propiedades iguales, la
separacion de enantiomeros se realiza con procesos mas especificos.

En estado soélido, se pueden definir dos clases de mezclas racémicas: conglomerado y
compuesto racémico. El conglomerado es una mezcla mecanica de dos enantibmeros puros,
donde cada molécula enantiomérica se puede separar en su propio cristal; por el contrario,
cuando un compuesto es racémico se dice que ambos enantibmeros forman parte de la
estructura cristalina de manera ordenada.

La separacion de una mezcla racémica, en algunos casos, depende principalmente de la
presion y temperatura, por lo que la resolucidon espontanea se ha utilizado como proceso para
resolver o separar enantiomeros de naturaleza conglomérica. Las técnicas de purificacion que
se utilizan son cristalizacién directa y cristalizacion diasteromérica.

La cristalizacion directa es el método mas antiguo y se basa en la cristalizacion preferente de
uno de los enantibmeros mientras que el otro permanece en disolucion. Esta metodologia se
puede llevar a cabo en recipientes individuales para cada enantibmero o en un cristalizador
anico en los que se induce la cristalizacion por temperatura o con ayuda de la presencia de un
cristal puro del enantiomero deseado.

La cristalizacién diasteromérica, como su nombre lo indica, es el resultado de producir
derivados diasteroméricos entre si por interaccion con un compuesto externo déptimamente
activo (quiral) denominado agente de resolucion. En ésta se aprovecha la diferencia en
propiedades fisicoquimicas para llevar a cabo una separacion por cristalizacion. El agente de
resolucion debe ser un compuesto de bajo costo, recuperable sin que su estructura quiral se vea
afectada y facilmente removible de la estructura a resolver sin que se presenten pérdidas de
quiralidad.

¢ El simbolo + se asocia con una desviacién de luz polarizada hacia la derecha (dextrégiro) y el
simbolo — se relaciona con una desviacién hacia la izquierda (levogiro). Adn y cuando Pasteur
utilizé D y L para diferenciar la rotacion, hoy en dia, la asignacion dextrogiro y levogiro no se
relaciona con la nomenclatura D y L.



Aln con estas alternativas, la resolucion espontanea a partir de conglomerados esta limitada por
la presencia de compuestos de esta naturaleza y s6lo se conoce un grupo reducido de ellos [5];
ademas, no todos los compuestos presentan un estado solido como preferencial, por lo que los
métodos utilizados, en estos casos, resultan ser mas especificos y se traducen en un alto costo
de inversion.

Debido a esto, la exigencia hacia la implementacién de metodologias de sintesis mas especificas
en cuanto a reactivos y productos han originado una Quimica estereoselectiva. La diversidad
de metodologias desarrolladas es extensa y enumerar los compuestos que se han utilizado
dentro de la sintesis estereoselectiva seria abrumador e implicaria una recopilacién extensa.

Algunos ejemplos de los procesos utilizados son la hidrogenacion catalitica homogénea
(alguenos y cetonas), hidrogenacion catalitica heterogénea (alquenos C-C, compuestos
carbonilicos y doble enlace C-N), reducciones no cataliticas estereoselectivas, reacciones de
formacion de enlaces C-C estereoselectivos, oxidaciones asimétricas, formacion de enlaces
estereoselectivos de C-heteroatomo y reacciones de radicales con estereoselectividad [6]. De
esta manera, se pueden identificar metodologias de acuerdo al tipo de sintesis ya sea tradicional
o catalitica.

3.3. COMPOSICION ENANTIOMERICA

La composicién enantiomérica de una mezcla se puede expresar de diferentes maneras tales
como pureza Optica (P), exceso enantiomérico (e.e.) 0 pureza enantiomérica (p.e.), y su
determinacién se puede realizar por técnicas espectroscépicas o técnicas de separacion (Figura
9) [26].
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Figura 9. Expresiones para la composicidon enantiomérica

Las técnicas espectroscépicas aprovechan la interaccion materia-energia para obtener una
respuesta que se puede relacionar con el entorno de los atomos presentes en un compuesto.
Estas incluyen la polarimetria, la dispersion éptica rotatoria, el dicroismo circular y la resonancia
magnética nuclear.

La polarimetria es el método de andlisis mas antiguo para la determinacion de purezas
Opticas. El fenbmeno de rotacion éptica esta determinado por la direccién de la refracciéon de
la luz polarizada al pasar por la muestra en disolucion. En un medio racémico, los indices de
refraccién son idénticos en magnitud, pero de sentido contrario para cada enantibmero, por lo
gue no se desvia la luz. Sin embargo, si el medio es 6ptimamente activo, es decir, si existe un
enantibmero en mayor proporcion, los efectos de adicion se reflejaran en un giro hacia la
derecha o hacia la izquierda donde la magnitud quedara sujeta a la proporciébn de ambos
enantibmeros. La rotacion especifica, a una determinada longitud de onda (1) y temperatura
(T), depende de la concentracién de la muestra y de la longitud del paso éptico; y la
determinacion de la pureza optica sera la comparacion entre [a]", del enantiomero puro y [o]",
experimental.

A menudo, la rotaciéon Optica no es un buen descriptor para la determinacién de la pureza
Optica, por lo tanto, en algunos casos, no describe satisfactoriamente la composicién
enantiomérica [27].



La dispersion optica y el dicroismo circular, también se basan en la interaccion de la muestra
con luz polarizada. La primera se extiende a determinar la rotacion en un rango de longitudes
de onda y, la segunda aprovecha tanto la rotacion como la absorcién de energia.

En lo que respecta a la resonancia magnética nuclear (RMN) esta técnica no diferencia
entre enantidbmeros, salvo que sean convertidos en diasteroisdmeros mediante la interaccion
con reactivo quiral. Esta interacciébn puede referirse a una interaccion coordinada (reactivo
derivatizante) o una interaccion por solvatacién en la muestra (reactivo de solvatacion) con lo
gue se puede determinar la proporcion de cada enantiémero en la muestra (Figura 10).

Compuesto Naturaleza

(R,R)-2,3-butandiol d
(R)-2-fluoro-2-feniletilamina d
Dicamfoil-d-metanato-heptafluorodihidroximetileno- Eu(dcm)s d
d-camforato (dcm)
Pivaloil-d-camforato-trifluorohidroximetileno- Eu (hfc)s
d-camforato (hfc) Yb(hfc)s d
Pr(hfc)s
1-(9-antril)-2,2,2-trifluoroetanol TFAE S

Figura 10. Agentes quirales derivatizantes (d) y solvatantes (s)

Los agentes de derivatizacién provocan desplazamientos diferenciados para los enantibmeros de
un compuesto en el espectro de RMN-'H y RMN-**C.

El grupo de técnicas de analisis de separacidn esta constituido por las técnicas habituales
como cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) y cromatografia de gases (GC), pero
se ha extendido a cromatografia de fluidos supercriticos (SFC), cromatografia en capa fina (TLC)
y electroforesis capilar (CE)".

La posibilidad de formar un derivado diasteromérico siempre sera de gran utilidad (Figura 11),
sin embargo, la cromatografia nos permite determinar la composicion enantiomérica de
manera directa como pureza enantiomérica y/o exceso enantiomérico mediante la adicién de
un reactivo quiral a la fase moévil o el uso de una fase estacionaria quiral, determinando la
pureza enantiomérica y el exceso enantiomérico.

., <« 2,

f“High Performance Liquid Chromatography”; “Gas Chromatography”; “Supercritical Fluid

25, <« 5, <«

Chromatography”; “Thin Layer Chromatography”; “Capillary Electrophoresis”



Auxiliar quiral Casos

Acido 2-acetil-D-lactico Alcoholes para formar ésteres
(R)-(-)-2-butanol Acidos carboxilicos
1R,3R,4S-(-)-mentol Aminoacidos o hidroxiacidos
2R,3R-(-)-butandiol Cicloalcanonas o hidrocarburos con
carbonilo para formar acetales ciclicos

Figura 11. Auxiliares quirales usados en GC y HPLC

La opcion mas habitual para conseguir la separacion es el uso de fases estacionarias
quirales y se basa en la diferencia de particion por enantiodiscriminacion debida a fuerzas de
Van der Waals, puentes de hidrégeno, interacciones acido-base, interacciones electrostéaticas
n-n 0 formacién de complejos metdlicos quirales. EI fendbmeno de inclusion también ha sido
aprovechado para proponer fases estacionarias con ciclodextrinas o éteres corona quirales.

Mientras que en HPLC la fase mdvil es un liquido que interacciona con el compuesto, en
cromatografia de gases, la muestra se inyecta® y se volatiliza siendo acarreada por un gas
inerte", que no interacciona con el compuesto, a través de la columna, por lo que su separacién
queda sujeta a la interaccibn con la fase estacionaria. Existen dos tipos de fases
estacionarias: gas-sélido y gas-liquido, siendo ésta ultima la mas utilizada. En el caso de gas-
liquido, la fase estacionaria consta de moléculas liquidas inmovilizadas sobre la superficie de un
solido inerte.

Las columnas capilares del tipo quiral tienen como unidad ciclodextrinas o polimeros
naturales como proteinas y celulosa. Las ciclodextrinas son oligosacéaridos disueltos en la fase
estacionaria, no reductores, constituidos por 6 o méas unidades de D-glucopirandsidos,
identificAndose varios tipos como a-, -, y—, Y o-.

El detector es la parte del cromatégrafo que se encarga de determinar la salida del compuesto
de la columna. Aunque existen diversos detectores, el detector de ionizacién a la flama
(FID') es el mas utilizado pues se caracteriza por una alta sensibilidad (10™*® g/s), amplio
intervalo lineal de respuesta (10’ unidades), respuesta rapida (1 mseg), bajo ruido de fondo y
bajo mantenimiento.

. ., . -3
& El volumen de inyeccion, en columnas capilares puede llegar a ser 107 pl

Generalmente, se emplean gases inertes como el helio, argén, nitrégeno o diéxido de carbono
' “Flame Tonization Detector”



La mayoria de los compuesto organicos al someterse a altas temperaturas se pirolizan y se
producen iones y electrones que son conductores eléctricos. La generacion de éstos ocasiona
una diferencia de potencial eléctrico que es medida y amplificada de tal manera que el
namero de iones equivale al nimero de atomos de carbono transformados en la flama. Esto
produce que sea un detector sensible a la masa mas que a la concentracion. Existen algunos
grupos funcionales que no dan respuesta a este detector como halégenos, aminas y gases no
inflamables como el CO,, SO,, agua y 6xidos de nitrégeno.

La cromatografia de fluidos supercriticos aprovecha el poder de solvatacién del CO,
supercritico para aumentar la eficiencia de la separacién tanto en resolucién como en el tiempo
de andlisis en comparacion con HPLC.

Al igual que en la catélisis, los diversos métodos de andlisis para determinar la composicién
enantiomérica de un compuesto no son aplicables para todos los casos y la seleccién de éste
gueda condicionado al tiempo, la naturaleza de las muestras (tipo, cantidad y concentracion) y
al material de trabajo disponible (Figura 12) [28].



TECNICA DE
ANALISIS

FUNDAMENTO

VENTAJAS

DESVENTAJAS

Polarimetria

Desviacion de luz
polarizada

- No destructiva
- Se calcula P

- La [a]"; del enantiémero puro es
imprescindible

- La o dependiente de la concentracién de
compuesto quiral, temperatura, naturaleza o
pureza del disolvente

- Alto poder rotatorio del compuesto para
diferenciar pequenios e.e.

- Elevada cantidad de muestra (1 mg/ml)

- Afectado por impurezas activas

RMN

Desplazamiento
diferenciado

- Se calcula la proporcién de cada
enantiomero en la muestra (R:S)

- Elevada cantidad de muestra por
adquisicién sucesivas (>20 mg)

- Destructiva por reaccién con reactivos de
desplazamiento

HPLC

- No destructiva

Interacciones
diferenciadas con fase
movil o estacionaria

GC

- Destructiva

Interacciones
diferenciadas con fase
estacionaria

- Alta resolucion

- Cantidad de muestra (ul)

- Alta sensibilidad (ppm y ppb)

- Cuantitativa

- Exactitud

- Manejo accesible

- Inyecciones sucesivas para disminuir el
tiempo del analisis, previo andlisis de
estdndares

- Se calcula el p.e. y e.e.

- Muestra volatil

- No compuestos termolabiles

- Enantiomerizacion de compuestos labiles
en la fase estacionaria

- Contaminacién del pico del compuesto,
evitado por utilizacion de estandares

- Respuesta no lineal del detector

- Confirmaciones de identificacion por
estandares

Figura 12. Comparacion entre técnicas de analisis quirales
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3.4. CATALISIS

La catalisis se caracteriza por la utilizacion de compuestos, denominados catalizadores, que
tienen la capacidad de modificar la velocidad de reaccidén provocando una aceleracion o
desaceleracion. EI mecanismo de accidon radica en propiciar las condiciones energéticas
adecuadas entre los reactivos disminuyendo (catalizador positivo) o aumentando (catalizador
negativo’) la energia de activacion para alcanzar el estado de transicién necesario hacia la
formacion de los productos.

Estos compuestos no permiten que sucedan reacciones energéticamente desfavorables y no se
consumen en las reacciones que promueven, es decir, su estructura se regenera y no se ve
alterada. En cuanto al medio de reaccion, la catélisis se clasifica en homogénea y heterogénea.

La catalisis homogénea se lleva a cabo en una sola fase, es decir, el catalizador y el medio de
reaccion forman una mezcla con propiedades fisicoquimicas idénticas. Por ejemplo, el
catalizador puede estar disuelto en un medio de reaccion liquido.

La catalisis heterogénea se realiza en una mezcla con distintas fases con diferentes
propiedades fisicoquimicas. Por ejemplo, el catalizador puede ser un sélido sumergido en un
medio de reaccion liquido o gaseoso, o bien, un medio de reaccion liquido con diferentes fases
provocado por las diferencias en propiedades de los disolventes utilizados.

El origen del catalizador resulta crucial para adoptar una metodologia experimental en
cuanto a las condiciones de reaccion. La utilizacién de catalizadores de origen metalico obliga
a adoptar metodologias de sistemas cerrados como atmosfera inerte, disolventes anhidros,
grupos protectores, pH extremos, elevada temperatura y altas presiones, por lo que su uso
queda restringido a la estabilidad de las materias primas y/o productos e, incluso, al costo o
sintesis de los mismos.

Hoy en dia, se ha retomado un concepto, introducido por Wolfgang Langenbeck, que se
refiere a la utilizacibn de compuestos de origen organico en sintesis catalitica. El nuevo término
fue creado por David MacMillan en el 2000 y trajo consigo un nuevo impulso para una
metodologia que provee mecanismos para producir compuestos estereoselectivos [7].

" A menudo se suele referir a un proceso de inhibicién, sin embargo, existen inhibidores en los que su
estructura se modifica, por lo que no se considerarfan catalizadores. De igual manera, en
Bioquimica, el término se refiere a la disminucién de la actividad enzimatica debido a la accion del
inhibidor sobre el catalizadort.

k . i1 .
Este caso recibe el nombre de catalisis por transferencia de fase.
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La organocatalisis se refiere al uso de catalizadores de origen organico constituidos por
carbono, hidrégeno, azufre, nitrégeno y otros elementos no metalicos (Figura 3). Este sencillo
cambio provocOd una revolucién dentro de la catélisis estereoselectiva porque este tipo de
catalizadores permite el uso de sistemas de reaccién abierto lo cual implica condiciones de
reaccion aerobias, uso de disolventes, temperatura ambiente y los desechos generados estan
potencialmente sujetos a la biodegracién, ademas, los catalizadores son comercialmente
accesibles [8, 9]. Estos cambios se reflejan en la disminucion de los costos de produccion.

Derivados de la Cinchona

% S =
l COOH
N N

H

Quinuclidina L-prolina y derivados

Iz

Figura 3. Catalizadores organicos

La base de la organocatalisis es la funcionalizacion de compuestos para la implementacion de
mecanismos que involucran la formacién de enaminas, iones iminio, entre otros bajo
condiciones de catélisis homogénea o heterogénea (transferencia de fase).

A menudo, el empleo de compuestos organicos como catalizadores puede confundirse con el

uso de alguna fuente biolégica como enzimas u organismos, pero la distincion radica en el tipo
de catalisis que se lleva a cabo en esta ultima.
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3.5. BIOCATALISIS

La vida, tal y como la conocemos, no seria posible sin unas moléculas que actian como
catalizadores dentro de los organismos vivos y que reciben el nombre de enzimas. Los seres
vivos estan constituidos por una minima unidad denominada célula que compone los tejidos
que nos permiten sobrevivir en el medio ambiente'. Las células son fabricas en miniatura,
increiblemente complejas, que cuentan con mecanismos que les permiten ganar o perder tanto
materia como energia.

La mayoria de las reacciones quimicas a temperatura corporal no se llevarian a cabo en un
tiempo corto, sin embargo, las enzimas permiten que la velocidad de reaccion pueda
incrementarse en factores de 10° a 10™ de orden de magnitud, con respecto a la reaccién no
catalizada.

La biocatalisis no se puede clasificar dentro de una catalisis homogénea o0 heterogénea pues es
la combinacion de ambas ya que, aunque la enzima se encuentra en disolucién, la reaccion se
efectla en la superficie de la enzima [10].

Las enzimas pueden tener dos origenes: proteico y ribonucleétido™. La mayoria son de
origen proteico, es decir, provienen de proteinas las cuales estan constituidas por unidades
fundamentales llamadas aminoacidos. Estos se encuentran unidos por enlaces peptidicos en
los que se genera un grupo amida y se libera agua en la terminacion de la proteina",
generandose asi una cadena principal (Figura 4).

NH, OH OH
0
Ry , O CATALIZADOR
O R ' R2
2 /O\
HN + HOH
HO H,N o
Ry
NH,

Figura 4. Esquema del enlace peptidico

1 ~ . . . ) )
Cabe sefialar que existen organismos unicelulares capaces de reproducirse en los que su unidad
fundamental es una célula y no cuentan con tejidos.

™ En la década de 1980, se descubrié que moléculas de RNA eran capaces de catalizar la ruptura y
unién de sustratos oligorribonucledtidos de manera muy especifica.
" Cuando la cadena continda elongindose, se liberan moléculas de RNA de transferencia.
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Las proteinas estdn compuestas por una combinacion de 20 aminoacidos esenciales en los que
el sustituyente R o residuo tiene diferente estructura lo que genera cambios en sus propiedades
fisicoquimicas como tamafo, solubilidad en agua, carga eléctrica, etc. La mayoria de las cadenas
polipeptidicas naturales contienen de 50 a 2000 aminoéacidos y el orden en la secuencia
determina la funcion de la proteina [11la]. De esta manera, existen proteinas estructurales,
contractiles, de defensa, de transporte, hormonales, represoras, receptoras, ribosomales y
cataliticas (enzimas).

Recordando el descubriendo de Louis Pasteur y el origen biolégico del “tartaro”, experimentos
posteriores en fermentaciones lo llevaron a evidenciar que existia una discriminacién hacia cierto
tipo de compuestos debido a la modificacién de la actividad Optica (dextrégiro o levégiro). Esto
se tradujo en la idea de que los organismos contaban con un metabolismo selectivo, lo cual
fue corroborado con las investigaciones sobre las diversas rutas metabdlicas en las que existen
procesos que presentan una alta estereoespecificidad en reactivos dando como resultado
compuestos estereoselectivos.

En la estructura del aminoéacido existe un centro de quiralidad® y, de hecho, las enzimas estan
compuestas de aminoéacidos sélo del tipo L°. Andlogamente, existen macromoléculas cruciales
para la vida como el DNA y RNA que tienen carbohidratos en su forma D.

El origen de la quiralidad en las moléculas bioorganicas, hasta ahora, es incierto. Existen
diversas posturas que se basan en la naturaleza del factor que pudo haber desencadenado un
Universo asimétrico [12].

Por un lado, las teorias relacionadas con factores bidticos asumen que la vida se origind en un
medio racémico y, que la evolucion, trajo como consecuencia la seleccion y homogeneidad
quiral de las moléculas necesarias para la materia viviente. Dentro de éstas se incluye la idea de
“Panspermia” propuesta por Arrhenius (1908), y actualizada por Crack y Orgel (1973), segun
la cual organismos vivos (formados por moléculas quirales) fueron transportados hacia nuestro
planeta, siendo los precursores de la vida.

Las teorias abidticas postulan que la asimetria es anterior al origen de la vida y que ésta
existio, gracias a diversos factores abibticos que originaron un medio ambiente quiral. El
comportamiento de algunos minerales para permitir la cristalizacion de un solo isémero y el
descubrimiento de que es posible sintetizar una mayor proporcién de un isémero que del otro
bajo la influencia de luz polarizada son las premisas que cimientan estas teorias.

© Sélo la glicina no cuenta con un centro de quiralidad (H,NCH,COOH)
P Una rara excepcion, es la presencia de aminoacidos del tipo D en la pared celular de algunas
bacterias
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Esta corriente tomé fuerza cuando en 1969 se descubrié un meteorito de origen extraterrestre
en Australia, llamado Murchison, con una antigiiedad de cinco mil millones de afios en el que se
encontraron rastros de aminoacidos en los que la forma L superaba a la D [13].

Posteriormente, se realizaron investigaciones en las que se asemejaron procesos bioldgicos en
un medio racémico. Mediante experimentos sobre la oligomerizacion de nucledtidos por Joyce
(1984) y la implementacion modelos teodricos moleculares por Goldanskii y Kuzmin (1988) se
concluye que la presencia de aminoacidos L y D en un mismo sistema, impide la formacién de
polinucleotidos precursores del ADN y RNA [14, 15].

Un grupo multinacional de investigadores descubrieron que una polvorienta region del espacio
llena de estrellas en formacion, Orion OMC-1, irradiaba luz polarizada [16 — 18]. Con esto, se
crearon diversas hipétesis referidas a que las nubes de polvo, que sirvieron como materia prima
para la formacion del Sol, podrian ser las causantes de actuar como filtros polarizantes dando
origen a la simetria preferencial de las moléculas. Bajo esta premisa, la NASA® lanz6 una sonda
espacial llamada Stardust para reunir evidencias de polvo estelar desprendido del nlcleo
proveniente del cometa Wild-2 (1999-2006) y analizar su contenido [19].

Sea cual sea el origen, la estereoquimica de los aminoacidos puede ser la causante de la alta
especificidad de las enzimas y de la respuesta tan diversa frente a compuestos con naturaleza
enantiomérica como los farmacos. Su estructura tridimensional es el resultado de todas las
interacciones eléctricas y estéricas de los atomos presentes (cadena principal y residuos) y
puede llegar a ser tan compleja que se conozca la secuencia de aminoacidos que la componen,
pero no su distribucion espacial.

Por ello, la estructura de las proteinas se ha dividido en cuatro niveles: primaria (secuencia de
amino&cidos), secundaria (ordenamiento espacial periddico en cierta secuencia de
aminoacidos), tercearia (estructura tridimensional debido a interacciones eléctricas y estéricas
en una sola cadena polipeptidica) y cuaternaria (forma tridimensional que involucra varias
cadenas polipeptidicas) [11b].

Aunado a esto, la actividad catalitica de muchas enzimas dentro del organismo estad sujeta a
diversos mecanismos de control como la concentracion de sustrato, control alostérico',
modificaciones covalentes y su propia concentracion que estan regulados por las condiciones
dentro de la célula.

9 “National Aeronautics and Space Administration”

t . . . q. . . . .
Cambios conformacionales en la estructura tridimensional de la enzima que disminuyen la
interaccion sustrato-enzima.
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La utilizacion de enzimas en sintesis orgénica se ha incrementado tanto en tipo de reacciones
[20] como en sustratos utilizados y a pesar de que se han logrado identificar cerca de 3,000
tipos de enzimas, la purificacion y otros agentes externos necesarios como cofactores han
limitado su uso (Figura 5). Por ello, la utilizacion, como reactivo, de cultivos celulares de
organismaos /n vitro continla siendo una alternativa, aunque se pierda informacion acerca del
propio mecanismo de reaccion [21].

REACCION ENZIMA
Oxidacién BV monooxidasa
Baeyer-Villiger CHMO®
Transaminacion Aminotransaminasa
Descarboxilacién

o L-asp descarboxilasa
(B-eliminacion)

Reaccion de Diels-Alder Diels-Alderasa
Racemizacién Mandelato racemasa
Reaccion de Kolbe-Schmitt Fenol carboxilasa
Adicién electrofilica Fumarasa
Isomerizacion Glucosa isomerasa
Triptofanasa

Reaccion de Mannich o
B-tirosinasa

Reaccién alddlica Aldolasa

Figura 5. Ejemplos de reacciones con biocatalisis

En este tipo de biocatalisis, la mayoria de las condiciones de reaccidn se centran en un
medio acuoso con pH cercano a la neutralidad (pH 7), temperatura ambiente y presion
atmosférica [21 — 23]". La diferencia con la organocatalisis radica en la utilizacién de una fuente
biolégica y la implementacion de un medio acuoso de reaccidn.

A pesar de tales diferencias, la biocatalisis nos ofrece versatilidad, especificidad en sustratos,
quimioselectividad (formacién de productos por discriminacién entre grupos funcionales en la
molécula), regioselectividad (formacion dirigida hacia un producto de varios posibles) y, en su
caso, enantio- y diasteroselectividad (formacion de enantiomeros y diasteroisémeros).

* CHMO: ciclohexanona monooxigenasa

t ~ . . . . ,
Cabe sefialar que existen enzimas provenientes de organismos extremofilos que se desarrollan en
condiciones extremas de temperatura, pH, concentracioén de sales, etc.
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Al igual que la organocatalisis, los beneficios de la biocatalisis no son exclusivos del aspecto
guimico, sino que abarcan metodologias que permiten una disminuciéon en productos desecho al
cambiar disolvente por un medio acuoso, promover el reciclado de disolventes posterior a la
extraccion del producto de interés y, tal vez lo méas importante, el biocatalizador se desecha de
una manera inactiva previa esterilizacién, contrastando con la disposicién de desecho requerida
para los catalizadores metélicos cominmente usados en la catalisis metélica estereoselectiva.

La seleccién del tipo de catalisis a emplear quedara sujeta al tipo de sustrato y producto que se
desee generar. Si bien es cierto que la diferencia de costos entre los procesos sintéticos
tradicionales, catalisis y biocatalisis es abismal, el medio ambiente necesita una inversién
econOmica que se traduzca en su conservacion fomentando el desarrollo metodologias hacia
una Quimica sustentable".

3.6. RESOLUCION CINETICA Y DESRACEMIZACION

La sintesis estereoselectiva puede llevarse a cabo con sustratos proquirales o compuestos
meso- (desimetrizacion); sin embargo, el nUmero de compuestos racémicos es mayor por lo
gue es necesario considerarlos como reactivos iniciales (Figura 6) [24, 25].

PROQUIRAL MESO RACEMATO

Plano de
simettria

Sustitucion
1 de 3 elementos 1 de 4 elementos

Figura 6. Reactivos en sintesis asimétrica

" Proveniente del término “Green Chemistry”
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La obtencion de un enantibmero a partir de una mezcla racémica se puede llevar a cabo
aprovechando sus diferencias en propiedades quimicas frente a un agente quiral mediante la
resolucién cinética y la desracemizacion.

La resolucién cinética aprovecha las diferencias energéticas significativas en el estado de
transicibn de cada enantiomero dentro de una reaccion, por lo que el resultado esti
intimamente ligado a la velocidad de reacciébn de los enantiomeros frente al agente quiral
(Figura 7). La naturaleza del agente quiral puede ser sintética o bioldgica.

Resolucion Cinética

Ka

A—— p

+ + Ka > Ky
Ko

I > Q

A, B: substrato enantiomérico
P, Q: producto enantiomérico

Figura 7. Resolucién cinética

La diferencia en el proceso de resolucién cinética y desracemizacion se basa en la eficiencia
hacia la obtencidbn de un estereois6mero. Mientras que la resolucién cinética sélo arroja,
tedricamente, un 50%b pues sOlo un estereocisomero es convertido en producto, la
desracemizacion permite tener el 100%6 al combinarse mecanismos que permiten convertir un
estereoisomero en otro. Hasta ahora, se han identificado tres posibles mecanismos para
desracemizar un compuesto (Figura 8).
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Enantioconvergencia Resolucién Cinética Estereoinversion

Dinamica
Retencion
A pA——® | A
Inversion
+ + ﬂ Racemizacion + +
B Inversion Q B Q
A, B: substrato enantiomérico A, B: substrato enantiomérico
P, Q: producto enantiomérico B: producto enantiomérico

Figura 8. Mecanismos de desracemizacion"

El objetivo primordial de la sintesis estereoselectiva (tradicional, catalitica o biocatalitica) es la
obtencion de uno de los enantibmeros en mayor proporcién y asi poder evaluar la eficiencia de
la metodologia.

3.6.1. DESRACEMIZACION CON CULTIVOS CELULARES

Diversos sustratos como alcoholes secundarios aromaticos [29 — 32], alifaticos [24] y
derivados heterociclicos [33], acidos carboxilicos a-substituidos [34], acidos a-
hidroxicarboxilicos [35], a- y B-hidroxiésteres [36 — 38] y derivados de dienos [39], derivados de
1,2-dioles [40], a-hidroxicetonas [41], aminas [24] y aminoé&cidos [24, 42] han sido objeto de
estudio en cuanto a desracemizar un compuesto quiral mediante una fuente biolégica pues esta
transformacioén no es comuin en la naturaleza, y de hecho, cerca del 80% se refieren a
resoluciones cinéticas (Figura 13 y 14).

Desde el punto de vista quimico, la desracemizacion y la resoluciéon cinética ofrecen una
desracemizacion de la mezcla de reaccion
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e.e.

RENDIMIENTO

PRODUCTO ORGANISMO | MAX TIEMPO | REF.
(%0)
(%)
§ H Shingomonas 99 % 4-06 3
R; ~QR ) pancimobilis R) dias
OH
3 Geotrichum >99 29,
. 55-99 24 horas
candida R) 32
R
. 98 1-5
Nocardia 70 ; 43
, ®) dias
OH pseudosporangifero
_ 100 1-5
Nocardia fusca 83 ] 44
R) dias
OH Candida >99 85 _ 00 1h 28
X oo - ora
CoHs™ "Ncoock,cH,|  parapsilosis ©)
OH
N\
S Rhodococcus 94 .
) 70 4 dias 45
erythropolis D)
o) 0
HC, Geotrichum 96
) 75 70 horas 46
COOR candida R)

Figura 13. Algunos ejemplos de desracemizaciones con biocatalisis
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e.e.
PRODUCTO ORGANISMO MAX RENDIMIENTO TIEMPO REF.

(%) (%0)

HO Q
Candid,
@MOF@ . 99 (S) 62-75 6 horas 47
RT— parapsilosis
X

HG Nocardia
COOH diaphanozonaria 09(R) 80 48 horas 34
JCM 3208

/ \ Varias especies 99 73 4 di 33
i
S de bacterias ®) .

OH
\\\OH
S 2
§\ 7/\ 97 (R) 85 5 dias
N

Figura 14. Algunos ejemplos de desracemizaciones con biocatalisis

Cultivos celulares de organismos como hongos, levaduras, bacterias y plantas han sido
utilizados en este proceso, aungque de este Ultimo so6lo existen desracemizaciones de alcoholes
secundarios derivados de 4-piridil-1-etanoles con Catharanthus roseus [48], dibenzilbutanolidos
con Camellia sinensis, Nicotiana tabacum, Catharanthus roseusy Dacus carota [49] y alcoholes
bencilicos orto-sustituidos con Zingiber officinale [50] (Figura 15).
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OH

OH
(R) “\\\
Z CeHs  catharanthus roseus z CeHs
N >
X inmobilizada NN
87% e.e.
100%

Catharanthus roseus

|

De 100%

80%

5 dias
OH

OH
Zingiber officinale ©)

-

98% e.e.
99%
3-6 dias

Figura 15. Biodesracemizaciones con células vegetales

Con base en esto, este proyecto propone la desracemizacion del 3-hidroxibutanoato de etilo con
células vegetales en suspension de Taxus globosa y Taxus brevifolia. Ambas especies
pertenecen a la familia Taxaceae y son coniferas que crecen como arbol o arbusto. Sus
origenes son distintos, mientras que 7axus globosa es reconocida como una especie mexicana
localizada en Hidalgo, Querétaro, Puebla, Tlaxcala, Veracruz y Oaxaca, 7axus brevifolia se
ubica en la zona de la costa del Pacifico de Estados Unidos, Canadd y Alaska.

Esta familia de coniferas, y en mayor proporcién 7axus brevifolia, ha sufrido los estragos de la
llamada “fuente ilimitada de productos naturales” ya que producen un compuesto, que se
aloja en la corteza, con propiedades anticancerigenas muy efectivas: paclitaxel,
comercialmente conocido como Taxol™ (Figura 16).
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En 1985 se reportan cosechas de corteza de 7,000 Kg aislando 1.3 Kg de compuesto; sin
embargo, en 1989 se reportaron cifras de hasta 27,000 Kg a partir de la cual qued6 bajo
supervision del Servicio Forestal Canadiense. Entre los afios 1991 y 1992 se realizd otra
recolecta de cerca de 723,000 Kg bajo supervisidn, pero se sentaron las bases para la busqueda
de alternativas que implicaban el financiamiento de investigaciones por parte de compafiias
farmacéuticas enfocadas hacia el descubrimiento de otra fuente o de factores que
incrementardn su cantidad [51]. Aproximadamente, se necesitan 3 arboles de 100 afos de
antigliedad para extraer la dosis requerida para un paciente que equivale a 27 Kg de corteza
seca [52].

Bajo este panorama, el propio medicamento no estd patentado, sin embargo, la compafiia
farmacéutica Bristol-Myers Squibb consiguio cierto control adquiriendo una exclusividad para
talar los arboles dentro de Estados Unidos otorgada por el Congreso. El vencimiento de una de
las tantas patentes alrededor del compuesto (1993-2000) ocasion6 una demanda por impedir la
competencia referente a la entrada de drogas genéricas con bajo costo lo cual ocasioné que la
compafia “donara” cantidades gratuitas a diversos sectores de salud por no acreditar con
elementos suficientes su postura en el caso [53].

El estatus ecoldgico hacia la extincion de 7axus globosa'y Taxus brevifolia se cataloga como de
bajo riesgo (LR) y, aunque hoy en dia se cuenta con ndcleos de plantacién en Estados Unidos
para T7axus brevifolia, estdn cerca de calificar para especies vulnerables lo cual obligaria a
adoptar medidas de conservacion [54].
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Figura 16. Estructura de paclitaxel

Asi pues, las investigaciones alrededor de esta familia, en su mayoria, se centran en la
produccion de paclitaxel a través de cultivos celulares [55 — 57], sin embargo, la complejidad de
esta estructura obliga a proponer que las células cuentan con informacion especializada y
diversa que se puede utilizar para transformar un sustrato de origen exégeno como lo es el 3-
hidroxibutanoato de etilo y, més aun, discernir entre ambos enantiomeros.

Este B-hidroxiéster es el producto de biorreduccion utilizando como sustrato el acetoacetato
de etilo con diversos cultivos celulares [58, 59]. Ademas, ambos enantiomeros son materias
primas para la produccion de numerosos compuestos comerciales con actividad bioldgica como
por ejemplo, el enantidmero R se utiliza como intermediario en la produccién de un compuesto
contra el glaucoma [60] y el enantiomero S es utilizado para la sintesis de feromonas [61] y
antibidticos carbapenémicos” [63]; en tanto que en su forma de B-hidroxiacido se utiliza para la
produccion de vitaminas [64], feromonas [65], perfumes [66] y otros antibiéticos [67].

" Compuestos de estructura B-lactimica con amplio rango de actividad antibacterial [62)].

32



4. OBJETIVOS

1.

Iniciar y mantener las lineas de cultivo en suspension de 7axus globosay Taxus
brevifolia

Utilizar células vegetales de 7axus globosay Taxus brevifolia para llevar a cabo la
desracemizacion del 3-hidroxibutanoato de etilo

Sintetizar y purificar el 3-hidroxibutanoato de etilo utilizado como materia prima

Determinar si se lleva a cabo la desracemizacion con cultivos vegetales de 7axus
globosay Taxus brevifolia

Encontrar las condiciones mas favorables modificando el tipo de disolucion
amortiguadora, pH, presencia de sacarosa, cantidad de sustrato y temperatura

Elucidar algun probable mecanismo para la desracemizacion adicionando los
enantiémeros puros en la biotransformacion



5. TECNICA EXPERIMENTAL

El proyecto consistio en realizar una reaccion quimica utilizando células vegetales como reactivo
en medio acuoso. Esto implica que durante el desarrollo del proyecto se mantuvieron
condiciones estériles en material, medios de cultivo y medios de biorreaccién. Las
especificaciones del material utilizado se anexan en el apéndice 10.2.

5.1. PRELIMINARES

Dado que estos cultivos no son tomados en cuenta bajo un criterio quimico y utilizados como
reactivos, en este proyecto se centran las bases para la utilizacion de los mismos para
desracemizar un B-hidroxiéster (con centro de quiralidad base de alcohol secundario). Al tratar a
un cultivo celular como “reactivo” es necesario especificar variables que se presentan cuando se
planea realizar una reaccidbn o biotransformacion, tales como disponibilidad de masa,
temporalidad dentro del ciclo celular y condiciones de biorreaccion como concentracion de masa
celular y sustrato, medio de biorreaccién y tiempo de biorreaccion.

Es bien conocido que 7axus sp. es un cultivo que presenta dificultades en la iniciacién a partir
de un explante (de /n vivo a in vitro), en el mantenimiento tanto en callo como en suspension y
que la propagacion de masa celular es lenta [68]. Debido a esto, las biotransformaciones
estarian sujetas a la cantidad de masa disponible para continuar con el mantenimiento de la
linea del cultivo en suspensién. Sin embargo, se han innovado medios de cultivo [69] con los
cuales, en esta investigacion, la masa celular no fue limitante y sélo se concreta a que no
se presente contaminacion al realizar las biotransformaciones.

Una vez teniendo el cultivo en suspension, se debe fijar el tiempo dentro del ciclo celular
del cultivo en el cual se realizara la biotransformacion. Existen diversas posturas acerca de
esto y, en general, este tiempo estd sujeto a la naturaleza metabdlica del compuesto a
biotransformar (endégeno o exdgeno), la relacion con el crecimiento y el propio ciclo [70].

En ambas especies, el ciclo celular es de 15 dias [68] y dado que no existen antecedentes de
desracemizaciones de sustratos exdgenos con estas especies se optd por investigar la reaccién
de desracemizacion en si. Segun antecedentes para diversas desracemizaciones de compuestos
con cultivos celulares, la naturaleza de esta reaccion tiene una relacion directa de
proporcionalidad entre el exceso enantiomérico y el tiempo de biorreaccion [31, 33, 34, 41]. Los
tiempos de biorreaccién varian y abarcan un rango de horas hasta 21 dias y dependen de la
naturaleza del organismo utilizado. Asi que, enfocandonos a desracemizaciones con células
vegetales, tenemos que el rango es de 3 a 6 dias, por lo que se fijo un tiempo de 7 dias,
teniendo la posibilidad de realizar la biotransformacion el mismo dia del cambio de medio.



Respecto a las condiciones de biorreaccién, la variabilidad para realizar una
biotransformacion en suspension es muy extensa y, tal vez, la mayor ambigledad radica en el
medio de biorreaccién pues se utiliza medio de cultivo [33, 34, 41, 48, 49, 71], disolucion
amortiguadora [30, 31, 35, 40, 72, 73] y agua destilada [29, 38, 39] vy, en ciertas ocasiones, no
se considera el pH como variable experimental.

Por ello y, basandonos en estudios anteriores de biotransformaciones con estas especies
vegetales [69], se optd por utilizar una disolucion amortiguadora con 10% de sacarosa,
una concentraciéon celular de 0.35 g/ml y una concentracidon de sustrato de 0.2%
favorable para su conversion respecto al volumen de medio de reaccion, fijando un pH inicial
cercano a la neutralidad, condiciones en las cuales se obtienen los mayores rendimientos.

El uso de sistemas vivos como catalizadores de biotransformaciones ha permitido que el estudio
de las proteinas se extienda pues algunas de ellas actian como catalizadores, por lo que, las
proteinas presentes pueden condicionar los resultados. Estudios anteriores acerca del
crecimiento y la cantidad de proteinas durante el mantenimiento de cultivos en suspension de 7.
globosay T. brevifolia en suspension, arrojan que la concentracidbn maxima de proteinas se
alcanza entre la semana 4 y 5, a partir de inocular a suspension [74]. Por ello, se opté por
realizar el primer ensayo de la biotransformacién a este tiempo, manteniendo masa celular
para continuar con la linea de suspensiones.

5.2. MANTENIMIENTO DE CULTIVOS VEGETALES

Los cultivos vegetales se iniciaron sembrando un explante (segmento de tejido) de la especie
deseada en medio sélido®. A las células vegetales obtenidas en medio sélido se les denomina
callo.

Posteriormente, en un matraz Erlenmeyer, el callo se inocula en medio liquido, de tal manera
que el volumen de medio de cultivo no exceda la quinta parte del volumen de la capacidad del
matraz (capacidad-volumen). Esta suspension se mantiene en condiciones de obscuridad,
temperatura controlada (20°C) y agitacion orbital de 100 rpm. El mantenimiento de dicha
suspension consiste en la restauracion del medio de cultivo por medio de cultivo fresco (previo
almacenamiento de tres a cinco dias) cada 15 dias, respetando la capacidad del matraz.

El medio de cultivo se esteriliza a una presién de 1.1 Kg/cm? por 20 minutos. Una vez estéril, el
pH se regula con disoluciones de NaOH y HCI (0.1 y 0.01 M) en condiciones de esterilidad.

* En este caso, el explante provino del tallo (aprox. 1 cm.)



Taxus globosa

Las células de callo fueron proporcionadas por la M. en C. Ma. del Consuelo Sandoval Garcia® y
el medio de cultivo en suspension fue SH+PVP con pH 5.6, teniendo una concentracion celular
de 0.1 g/ml.

Taxus brevifolia

Las células de callo fueron proporcionadas por la M. en C. Ma. del Consuelo Sandoval Garcia’ y
el medio de cultivo fue BGSNB+PVP a pH 5.5 con una concentracion celular de 0.1 g/ml.

La esterilizacién del material, medio de cultivo y cultivos contaminados se realiza por 3 horas a
1.8 Kg/cm?. El material de vidrio se sumerge en una disolucién de hipoclorito de sodio (NaClO)
al 7% durante dos semanas y se lava con agua y jabon.

5.3. SINTESIS DEL 3-HIDROXIBUTANOATO DE ETILO

La sintesis de la materia prima se realizO mediante una reduccion de acetoacetato de etilo
(liquido incoloro) con borohidruro de sodio (NaBH,) en etanol bajo condiciones anhidras durante
4 horas. Posteriormente, se evaporo el etanol y se adicioné una disolucién de salmuera.

La purificacién del producto se realiz6 mediante extracciones multiples con acetato de etilo
(previamente destilado), secando con sulfato de sodio (Na,SQ,) y concentrando en rotavapor. El
residuo se destilé a presién reducida de 20 mmHg y 74°C.

La caracterizacion del producto se realizé por Resonancia Magnética Nuclear de Proton
(RMN-'H) y los espectros correspondientes se anexan en el apéndice 10.3. La pureza se verifico
por Cromatografia de gases utilizando las condiciones, posteriormente, sefaladas para
andlisis no quiral.

b Universidad Nacional Auténoma de México, Instituto de Quimica, Laboratorio de Bioquimica I



5.4. BIOTRANSFORMACIONES

La biotransformacién estudiada en este proyecto fue la desracemizacién del 3-hidroxibutanoato
de etilo® mediante células vegetales. La biotransformacién se lleva cabo en matraces
Erlenmeyer, respetando la condicion de capacidad-volumen antes mencionada, adicionando una
mezcla racémica del sustrato.

La concentracién celular utilizada fue 0.35 g/ml (peso himedo) con una concentracién inicial
de sustrato de 0.02% en volumen [69]. Las variables independientes que se modificaron
fueron pH, el tipo de disolucion amortiguadora, la presencia de sacarosa, temperatura y
cantidad de sustrato (Tabla 1).

VARIABLE CONDICIONES

Citratos (0.05M)-fosfatos (0.1M)
Tipo de amortiguador Fosfatos (0.2M)
Carbonatos (0.2M)
pH 4,5,6,7,8,9
Presencia de sacarosa 10% m/V
Temperatura 10, 20, 30,40y 50°C

Cantidad de sustrato 0.025, 0.05,0.1,0.2y 0.3%
(Vsustrato IV, medio de reaccién)

TABLA1

Finalmente, se adicionaron los isbmeros puros en la biotransformacién, colocando 0.35 g/ml
de células con 0.1 y 0.2% de cantidad de sustrato a 20°C.

5.5. ANALISIS DEL PRODUCTO

El producto de biotransformacién se caracterizd6 por Resonancia Magnética Nuclear de Proton.
Una vez caracterizado, se realiz6 un andlisis quiral y no quiral del producto mediante
Cromatografia de Gases.

“ Punto de ebullicién 170°C y densidad de 1.017 g/ml a 25°C



5.5.1. Analisis quiral — De las biotransformaciones, se tomé 1 ml de muestra cada 24
horas durante un tiempo variado (minimo 7 dias). El tratamiento de las muestras
consistié en centrifugar la fase acuosa y realizar extracciones mdultiples 1:1 con
éter etilico e inyectando 2 ul de fase organica. Se utiliz6 una columna quiral
(apéndice 10.2) para determinar el exceso enantiomérico, utilizando helio como
gas acarreador con un flujo constante de 20 ml/min con temperatura de inyector
y detector FID de 200°C, y una temperatura de horno de 90°C. El tiempo de
retencion de los enantiémeros es: (S)-3-hidroxibutanoato de etilo 32.2+0.1 min.
y (R)-3-hidroxibutanoato de etilo 33.3+0.1 min.

5.5.2. Analisis no quiral — Al dia 7, se tomd 1 ml de muestra de las biotransformaciones.
Tras la centrifugacion, el tratamiento de las muestras fue realizar una mezcla 1:1
con una disolucién de hexanol como estandar interno, inyectdndose de la mezcla
resultante 1 ul. Se utiliz6 una columna no quiral (apéndice 10.2) para determinar
el rendimiento de la biotransformacion. En el analisis, se utiliz6 helio como gas
acarreador con un flujo constante de 20 ml/min con una temperatura de horno
de 130°C y temperatura del inyector y detector FID de 230°C. El tiempo de
retencion del hexanol es 3.2+0.1 min. y del 3-hidroxibutanoato de etilo 5.3+0.1
minutos.

Mediante el analisis quiral se determinara la relacion entre los enantiomeros del 3-
hidroxibutanoato de etilo calculando el exceso enantiomérico (e.e.), mientras que con el
andlisis no quiral se calculard rendimiento de la reaccién.



6. RESULTADOS

El inicio de los cultivos en suspension de células vegetales de 7axus globosay Taxus brevifolia
resulté en cimulos de células en medio trasllicido que se torn6d de amarillo a una coloracion
café rojizo cercano a los 15 dias.

Durante la sintesis del 3-hidroxibutanoato de etilo, la mezcla de reaccion fue una suspension
blanca que adquiri6 una coloracién ligeramente amarilla, obteniendo un residuo de reaccion
amarillento traslcido que se destilé para obtener el producto como liquido incoloro.

Siendo una reaccion conocida, no se determiné el rendimiento debido a que el paso limitante de
la técnica fue obtener el producto con un alto grado de pureza para utilizarlo como reactivo, por
lo que la atencion se centrd en la destilacién a presion reducida. La pureza obtenida durante el
proyecto fue de 93 a 97.8%.

Una vez teniendo la materia prima, se planific6 el seguimiento de la biotransformacién con
ambas especies vegetales. Se determind si ambos cultivos tenian la capacidad de
desracemizar el 3-hidroxibutanoato de etilo y, posteriormente, se modificaron las variables
planteadas conforme al mayor exceso enantiomérico posible. Las variables que se plantearon
fueron pH, tipo de amortiguador, presencia de sacarosa, temperatura y cantidad de sustrato,
ademas de elucidar el posible mecanismo en el proceso adicionando los enantibmeros puros.

Para el andlisis no quiral del producto se obtuvo una curva de calibracién que representa una
relacion directa de proporcionalidad entre el factor de concentracion (C 3hidro/C hex) y el
factor de area (Area 3hidro/Area hex) con un coeficiente de linealidad de R?*= 0.9936 y una
ecuacion de (Area 3hidro/Area hex)=0.5213 (C 3hidro/C hex)+0.0084.2

6.1. Taxus globosa

Inicialmente, el medio de biorreaccion fue una disolucibn amortiguadora de fosfatos con 10% de
sacarosa Yy los resultados muestran que existe una variacion en el exceso enantiomérico con un
valor maximo de 8%b al dia 1 (Figura 17A), lo que equivale a decir que existe una mezcla
54S:46R. Este valor no es significativo para un proceso de desracemizacion el cual tiene
como objetivo obtener un enantibmero con la pureza mas alta posible, por ejemplo 80:20, 90:10
0 99:1. Ademas los valores obtenidos a través del tiempo fueron muy variables (8 a 1%) vy
muestran que el exceso enantiomérico (e.e.) que llega a presentarse en el dia 1 y 1.5 no se
mantiene estable, sino que disminuye y aumenta mientras las células continGan en contacto
con el 3-hidroxibutanoato de etilo.

* Los cromatogramas correspondientes y los cilculos se anexan en el apéndice 10.4..



En cuanto a los valores de e.e., el pH 7 muestra una mayor selectividad, por lo que se
propuso probar con pH mas béasico (8 y 9) y los resultados indican que se mantiene el
incremento del e.e. al dia 1 y continta la disminucion al dia 2 a pH 7 y 9, sin embargo, a pH 8
se presenta un aumento progresivo del e.e. hasta un 16% al dia 7 (Figura 17B).

Respecto a los valores maximos de e.e. obtenidos en ambas pruebas, si bien a pH 8 obtenemos
el e.e. maximo al dia 7, podemos observar que los resultados son ambiguos pues observando
el caso del pH 7 al dia 1 teniamos valores aproximados al 8% de e.e. (Figura 17A), en cambio,
en el segundo ensayo se tienen valores de 1.5% (Figura 17B). Esto caus0 cierta incertidumbre
en cuanto a la reproducibilidad de los experimentos, sin embargo esto se disipard mas
adelante.
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Figura 17. Influencia del pH en la biotransformacion con 10% de sacarosa



Hasta ahora, el pH 8 resulta ser el 6ptimo para la reaccion de desracemizacion y se decidio
investigar si la presencia de sacarosa afecta la cuantitatividad del exceso enantiomérico.

e.e. (%)

F F+sac
Condicién

Figura 18. Influencia de la presencia de sacarosa. F: disolucion amortiguadora,
F+sac: disolucion amortiguadora con 10% de sacarosa

La presencia de sacarosa aumenta un 50% el e.e. obtenido en la biotransformacién por
tanto, los siguientes ensayos para optimizar la biotransformacion se realizaron adicionando
10%b de sacarosa (Figura 18).

Si bien a pH 8 se obtiene un e.e. de 16%, se decidié colocar la biotransformacion usando
disoluciones amortiguadoras con pH acidos para continuar la optimizacion del medio de
reaccion e incrementar el exceso enantiomérico.
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Figura 19. Influencia de pH &cido en el producto de la biotransformacién
A) enantiomero R y B) enantiémero S

El resultado més evidente que se observa en la Figura 19A es la obtencién del enantibmero R
a pH de 6 y 4, teniendo en este ultimo, mayor estabilidad pues el aumento de e.e. es
progresivo; a pH de 5y 7 se obtiene el enantiomero S, conservandose la inestabilidad del
producto (Figura 19B).

Aln y cuando modificando el pH se pueden obtener ambos enantiomeros, los valores de e.e. no
representan un proceso rentable hacia una desracemizacion (0 - 16%), ademas, el aumento y la
disminucion que se presentan en el curso de biorreaccion hacen suponer que el enantiomero S
no es estable y se racemiza por accion de las mismas células, perdiéndose el poco e.e. que se
presenta en ciertos dias, lo cual dificulta la determinacién del tiempo éptimo de biorreaccion.

El analisis no quiral para obtener el rendimiento de la biotransformacion si se llevé a cabo, sin
embargo, se considera irrelevante anexar los resultados pues no se presenta un proceso viable
de desracemizacion del 3-hidroxibutanoato de etilo.



6.2. Taxus brevifolia

Al igual que con Taxus globosa, la biotransformaciéon del 3-hidroxibutanoato de etilo se realizd
en una disolucion amortiguadora de fosfatos y 10% sacarosa probando los pH de 6.5y 7.
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Figura 20. Biotransformacion del 3-hidroxibutanoato de etilo

Los resultados muestran una cinética de reaccion muy diferente a la que se obtiene con 7axus
globosa. En la Figura 20 podemos observar que se mantiene un aumento progresivo en el
€.e. y se conserva a través del tiempo en ambos pH, obteniendo un valor de 54%6 a pH 7 en
el dia 7. Esto implica una proporcion de 77S:23R, o bien, una pureza del enantiomero S de
77%.

Debido a que tenemos un valor mayor de e.e. a pH 7 se probaron disoluciones amortiguadoras
de pH basico y los resultados muestran que a pH 8 se tiene un mayor e.e. (73%) que a pH 7
(67%) y 9 (66%), e incluso, en un tiempo menor de biorreaccién (5 dias) que en los casos
anteriores (Figura 21).
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Figura 21. Biotransformacion a disoluciones amortiguadoras bésicas

Con este resultado, correspondiente a una mezcla 86.5S:36.5R, se decidié investigar si la
presencia de sacarosa modificaba el exceso enantiomérico. Los resultados indican que la
presencia de sacarosa facilita el proceso de desracemizacion al aumentar la rapidez con que
se alcanza un méximo en el exceso enantiomérico con un aumento de 4 veces comparando el
dia 5 y 7 de ambas condiciones (Figura 22). Asi pues, al igual que con 7axus globosa, la

biotransformacioén se realizara adicionando 1026 de sacarosa.
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Figura 22. Efecto de la presencia de sacarosa

La metodologia empleada en el caso de 7axus globosa para encontrar condiciones favorables
para la desracemizacién se continudé con 7axus brevifolia, por lo que la biotransformacién se
realizd en una disolucion amortiguadora con pH acido (4).
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Figura 23. Biotransformacion a diferentes pH

Los resultados son sorpresivos por dos hechos (Figura 23). El mas evidente es que a pH 4,
también, se obtiene un alto e.e. (60%), conservandose la selectividad del proceso hacia el
enantibmero S (80S:20R); sin embargo, el valor obtenido a pH 8, durante este experimento,
solo ofrece un 27% de e.e. al dia 5 lo cual resulta incongruente con el resultado anterior de
73% (Figura 22).

Recordando los resultados incongruentes con 7axus globosa y esta Ultima experiencia, se
decidi6 colocar la biotransformacion con diferentes disoluciones amortiguadoras (Citratos-
Fosfatos y Fosfatos) a diversos valores de pH (4, 5, 6, 7 y 8) utilizando células de una misma
linea de cultivo en suspension.
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Figura 24. Biotransformacion con una misma linea de cultivo
A) Citratos-Fosfatos y B) Fosfatos

En esta figura, podemos observar que el aumento progresivo del e.e. se mantiene y se ratifica
que a pH 4 se obtiene el mayor exceso enantiomérico; sin embargo, al dia 7, el valor de
e.e. es 37%, contrario al 60% de la Figura 23, de manera similar, el valor de e.e. a pH 8 fue
22% a diferencia del 27% de la misma figura al dia 7.

Este hecho no fue facil de aclarar pues durante toda la experimentacién se utilizaron
condiciones constantes en parametros como concentracion del amortiguador, concentracion de
sustrato, concentracion celular, cantidad de sacarosa, tiempo de biorreaccién y, por ultimo, linea
de cultivo. Asi pues, tendria que atribuirse a otra variable que no controlamos y que
interviene en el proceso de desracemizacion al variar los resultados.

Se realizd un ultimo ensayo para fijar un pH y continuar con la investigacion sobre la influencia
de otras variables. Los resultados muestran que el mayor e.e. se obtiene en pH 4 (32%, dia 7),



manteniéndose la relacion directa de proporcionalidad entre el e.e. y tiempo de
biorreaccién (Figura 25).
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Figura 25. Eleccion del pH de desracemizacion

También podemos observar que las células son las responsables de que se presente un
cambio en la proporcién de los enantiomeros. Cuando se inocula el sustrato racémico sin
células, la proporcion de ambos enantibmeros se conserva a través del tiempo (50:50) por lo
que se tiene un e.e. de cero. En cambio, en presencia de células, la proporcion cambia.

Asi pues, se investigd la influencia de la temperatura en la desracemizacion del 3-
hidroxibutanoato de etilo, tomando como temperatura control 20°C y fijando un tiempo de
biorreaccion de 7 dias. Los resultados muestran que la selectividad no se modifica y la
desracemizacion arroja el enantiomero S, teniendo un exceso enantiomérico maximo en 20°C.
Una variacion de 10°C implica una pérdida entre 54-32% de actividad, pero existe una pérdida
total a 40°C y 50°C (Figura 26).
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Figura 26. Exceso enantiomérico a los 7 dias

Sin embargo, el efecto mas relevante de la temperatura se observa en el tiempo de biorreaccién
(Figura 27).
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Figura 27. Influencia de la temperatura



A 10°C, podemos observar que en la desracemizacion el valor de e.e. a 7 dias es menor que a
20°C (34% y 75%, respectivamente); sin embargo, si el tiempo de biorreacciéon se prolonga
hasta los 11 dias, es posible continuar enriqueciendo el producto enantiomérico hasta alcanzar
un 86% de la actividad total.

En cambio a 30°C, en los primeros dias (0 — 3 dias), se obtiene un e.e. mayor que a 20°C, pero
en el dia 4 se presenta un efecto negativo pues el e.e. disminuye y so6lo se obtiene un 66%b del
e.e. total al dia 7.

Cabe sefialar que los ensayos de temperatura se realizaron con una sola linea celular,

obteniendo un e.e. constante de 74% (+1%) a 20°C.

Posteriormente, se realizaron ensayos para determinar la influencia de la cantidad de
sustrato en la desracemizacién. Los resultados muestran que con 0.05% de 3-
hidroxibutanoato de etilo racémico se alcanza un exceso enantiomérico del 66% (dia 7),
mientras que 12 veces mas concentrado (0.6%b6) el exceso disminuye a 4% (Figura 28). Asi
pues, la cantidad de sustrato y el e.e. presentan una relacion inversa de proporcionalidad.
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Figura 28. Efecto de la cantidad de sustrato



Finalmente, se propuso investigar el proceso de desracemizacion adicionando los enantiomeros
puros del 3-hidroxibutanoato de etilo.
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Figura 29. Curso de la biodesracemizacion del 3-hidroxibutanoato de etilo

Los resultados muestran que la mezcla racémica (RS) se resuelve hacia la obtencion del
enantiomero S, alcanzando un exceso enantiomérico de 80%o, lo que equivale a tener el
enantibmero S con una pureza del 90%b (Figura 29). El exceso enantiomérico es
directamente proporcional al tiempo de biorreaccidon e inversamente proporcional a
la cantidad de sustrato a tiempo de biorreaccion constante.

Por otra parte, el enantiomero S permanece intacto (100:0) mientras que solo el 10%6 del
enantiomero R se convierte en su imagen especular (10:90).



7. DISCUSION DE RESULTADOS

7.1. SINTESIS DE 3-HIDROXIBUTANOATO DE ETILO

La sintesis de la materia prima se llevd a cabo mediante una reduccién del carbono del grupo
carbonilo. La reduccion puede efectuarse mediante hidrégenacion catalitica empleando
hidrogeno molecular o por reduccién quimica. La eleccibn de éstas depende de las
caracteristicas del agente reductor y la presencia de otros grupos funcionales labiles
gquimicamente (Figura 30).

AGENTE REDUCTOR GRUPOS FUNCIONALES PRODUCTO
H, + Ni, Pd o Pt alqueno > cetona alcano > alcohol

NaBH, / H* aldehido, cetona alcohol
NaBHsCN / H* aldehido, cetona alcohol

LiAIH, / H* aldehido, cetona, acido alcohol

carboxilico, éster

Zn(Hg) / HCI acido carboxilico, éster alcano

(H2N), / OH acido carboxilico, éster alcano
Hidruro de diisobutilaluminio acido carboxilico, éster aldehido

(DIBAL)

Figura 30. Algunos agentes reductores

El acetoacetato de etilo es un pB-cetoéster que contiene un grupo cetona y un éster, por lo que
existen dos carbonos que pueden ser susceptibles a reduccién para formar alcoholes. El criterio
de seleccidn se basa en la reactividad del carbono en ambos grupos funcionales y el poder de
reduccion de los agentes antes mencionados.

El poder de los agentes reductores esta ligado a la electronegatividad, mientras que la
regioselectividad de la reaccion involucra tanto electronegatividad como un fendémeno de
resonancia.

La electronegatividad es una medida de la capacidad de un 4tomo para atraer densidad
electronica en una molécula. En ese sentido, el carbono es menos electronegativo que el
oxigeno, segun los estandares de Pauling, por lo que se genera un dipolo entre ambos nucleos
que ocasiona una carga parcial positiva en el carbono y una carga parcial negativa en el
oxigeno. Este fendmeno se presenta en ambos grupos funcionales, pero el efecto se incrementa
por la presencia de dos &tomos de oxigeno en el éster.



Sin embargo, el efecto de resonancia ocasiona una disminucion en la carga parcial negativa en
los oxigenos disminuyendo la carga parcial positiva en el carbono. La resonancia se manifiesta
cuando se puede representar una molécula en dos 0 méas estructuras que sélo difieran en el
ordenamiento de los electrones, conservando el ordenamiento de los ndcleos atémicos.

El acetoacetato de etilo puede representarse en dos estructuras y la estructura real sera un
hibrido entre ellas (Figura 31). El carbono, base de éster, se encuentra unido a tres atomos
mediante enlaces ¢ mediante orbitales sp?. El orbital p sobrante del carbono interactGa con los
orbitales p de los oxigenos de tal manera que la densidad electronica se distribuye entre tres
nacleos (O-C-0), ocasionando una menor carga parcial positiva sobre este carbono.
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Figura 31. Estructuras resonantes del acetoacetato de etilo

El carbono de la cetona no tiene esta posibilidad, por lo que su carga parcial resulta ser mayor
que la del carbono del éster, ofreciendo la posibilidad de utilizar un agente reductor suave como
el borohidruro de sodio (Figura 32).
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Figura 32. Reduccién del acetoacetato de etilo en etanol®

> Los subproductos pueden ser NaOH, NaOCH,CH,, B(OH); y B(OCH,CH,),



El borohidruro de sodio provee grupos hidruros (H) para el ataque nucleofilico al carbono del
grupo cetona, 1. El borano resultante es un acido de Lewis es estabilizado por la union del
oxianion, 2. Posteriormente, se presenta otro ataque nucleofilico hacia el carbono de otra
molécula de acetoacetato de etilo, generando el correspondiente dialcoxiborato, 3.
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Figura 33. Mecanismo de reduccién con NaBH,



Esto se repite hasta la formacion de un tetraalcoxiborato, 4. La adicion de salmuera provee al
medio moléculas de agua propiciando el ataque nucleofilico de un par de electrones del oxigeno
para sustraer un proton, 5. La estructura resultante se estabiliza mediante la ruptura heterolitica
del enlace B-O, formandose el alcohol, 6.
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Figura 34. Mecanismo de reaccion en la reduccion

El producto de la reaccion es una mezcla racémica (50S:50R) de 3-hidroxibutanoato de etilo
debido a la naturaleza del ataque nucleofilico del hidruro frente a un carbono con hibridacién sp?

(Figura 35).
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Figura 35. Enantiomeros del 3-hidroxibutanoato de etilo en la mezcla racémica



7.2. CULTIVO DE CELULAS VEGETALES

El cultivo de 7axus globosa se inici6 en Septiembre de 2005 con células en callo con un afio de
antigliedad (2004) y el cultivo de Taxus brevifolia se inicié en la misma fecha con células
provenientes de callo con dos afios de antigiiedad (2003). El medio de cultivo de éstas cambia
de color debido a la acumulacion de compuestos fenolicos secretados por las células [68].

Las células completas de ambos cultivos se utilizaron como reactivo en la biotransformacion de
desracemizacion del 3-hidroxibutanoato de etilo. Inicialmente, se agregé el sustrato en un pH
cercano a la neutralidad para detectar cualquier actividad que modificara el exceso
enantiomérico.

Cabe sefialar que el efecto de las variables independientes aqui presentadas se reportan, en su
mayoria, para enzimas puras, sin embargo, al trabajar con células completas, el efecto
puede reflejarse tanto en el metabolismo del organismo como en las enzimas relacionadas
con el proceso de reaccion.

7.3. PROCESO DE DESRACEMIZACION

La biotransformacién de un metabolito secundario o derivados puede ser un proceso viable pues
el origen del compuesto es enddgeno y las células tendrian la posibilidad de reconocerlo ante
el inicio del cultivo a partir de un explante. Sin embargo, la biotransformacién de un sustrato
exdgeno implicaria introducir una sustancia ajena al contenido celular, por lo que se podrian
presentar mecanismos de defensa para convertir el compuesto en otro.

Asi pues, lo que se plantea en el proyecto es investigar si estos cultivos tienen la capacidad de
discernir entre un enantidmero de otro en una mezcla racémica de 3-hidroxibutanoato de etilo
provocando un efecto de desracemizacién.

Los cultivos de 7axus globosa presentan cierta selectividad al sustrato, pero el valor de exceso
enantiomérico no es viable para un proceso de desracemizacion. A medida que las células
estan en contacto con el sustrato, el exceso enantiomérico se pierde y se recupera de manera
oscilante a través del tiempo. El valor maximo de exceso enantiomérico fue 16% y una
selectividad hacia el enantiomero R, produciendo una pureza del enantiomero S de 58%.

Por otro lado, Taxus brevifolia presenté una mayor actividad en el proceso obteniéndose un
exceso enantiomérico del 80%b y una pureza del 90%b para el enantiomero S.



7.4. INFLUENCIA DEL pH

Los efectos al variar el pH pueden modificar varios aspectos en una reaccion enzimética como la
unién del sustrato y la enzima, la actividad catalitica, la ionizacién del sustrato o la conformacion
de la enzima. Casi todas las enzimas funcionan éptimamente en un rango de pH entre 6 y 8, en
el cual se realizan las funciones dentro de la célula [75a].

Si bien con Taxus globosa no se obtiene un exceso enantiomérico favorable, es de sefialar que
la selectividad hacia los enantimeros del 3-hidroxibutanoato de etilo cambia al modificar el
pH. A valores de pH 5, 6.5, 7 y 8, el producto es el enantimero S, en cambio, a valores de pH
4y 6, el producto es el enantiomero R.

Hasta ahora, en la literatura sélo se reporta una inversion de la enantioselectividad al trabajar
con cultivos de Rhizopus oryzae (hongo) utilizando benzoina como sustrato. Se suministra una
mezcla racémica en medio de cultivo y se prueban valores de pH de 7.5-8 y 4-5 obteniendo el
enantiomero R (95% e.e.) y S (97% e.e.), respectivamente [41].

En lo que respecta a 7axus brevifolia, el pH no cambia la enantioselectividad del proceso y
el enantiomero S es el producto resultante. Durante la experimentacion se obtuvieron resultados
poco reproducibles con respecto al pH, pero al experimentar con una sola linea celular (Figura
24), la modificacion del pH arroja un valor éptimo para la desracemizacién de 4 obteniendo un
exceso enantiomérico de 37%.

La influencia del pH en este ensayo se puede observar en la velocidad con la que se
desracemiza el 3-hidroxibutanoato de etilo (Figura 36). La velocidad de desracemizaciéon es
maxima cuando la biodesracemizacion se realiza en pH 4 con una disolucion amortiguadora de
citratos-fosfatos, y a medida que aumenta el pH, la velocidad disminuye hasta llegar a pH 6 en
el cual comienza un aumento de la velocidad hasta el pH 7.

De igual manera, este aumento en la velocidad a partir del pH 6 se observa cuando se utiliza,
como medio de biorreaccion, una disolucion de fosfatos y se mantiene en forma ascendente a
medida que aumenta el pH.
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Figura 36. Efecto del pH en la velocidad de desracemizacidn

A pesar de que el pH 4 resulta éptimo para la desracemizacion tanto en velocidad como en e.e.
resultante, a través del tiempo se presentaron dos valores de pH en los cuales se obtuvieron
altos excesos enantioméricos. Los valores de pH fueron 4 y 8 con 80% y 73% de exceso
enantiomérico, respectivamente. Este fendmeno se intentara explicar mas adelante.

7.5. TIPO DE AMORTIGUADOR

Las disoluciones amortiguadoras estan compuestas por un acido o base débil y su sal
correspondiente. Su funcién es impedir cambios bruscos de pH bajo el principio de Le Chatelier
lo cual es crucial para la actividad de algunas enzimas ya que ésta puede verse disminuida, o
incluso, nulificarse por desnaturalizacion. Asi mismo, el tipo de iones de la disolucion
amortiguadora puede afectar el gradiente eléctrico de la membrana celular modificando el
transporte de substancias [75b, 76].

Sin embargo, en el caso de pH 6 y 7 de la Figura 24 se puede observar que se obtienen e.e.
similares, ademas la velocidad de desracemizacién no presenta modificaciones por diferencia
en el tipo de sal (Figura 36).

7.6. PRESENCIA DE SACAROSA

En ambos cultivos, la presencia de sacarosa aumenta el exceso enantiomérico en la
biodesracemizacién del 3-hidroxibutanoato de etilo.

Antecedentes indican que cuando se utilizan células de Dacus carota (vegetal) para reducir
compuestos cetdénicos a alcoholes secundarios, la sacarosa ayuda a restaurar moléculas de



cofactores como NADH y NADPH con mayor rapidez [58]. En procesos de desracemizacion se ha
reportado que diversas especies de levadura disminuyen el exceso enantiomérico de derivados
1,2-diol en presencia de glucosa [40], pero no se pudo sistematizar el fendmeno.

En este caso, no se determiné si la presencia de sacarosa tiene una participacion directa en el
proceso y sera de gran utilidad despejar esta incognita pues, hasta ahora, no se ha reportado
algin mecanismo de participacion activa de una fuente de carbono frente a una
biotransformacion.

7.7. EFECTO DE LA TEMPERATURA

Al igual que con el pH, los procesos enzimaticos son susceptibles a cambios de temperatura
modificando la velocidad de reaccion pues su efecto radica en la probabilidad de que el sustrato
interactte con el sitio activo de la (as) enzima (as) involucrada (as).

Aungue la mayoria de las reacciones tienen una relacion directa de proporcionalidad entre
velocidad y temperatura, es decir, al aumentar la temperatura aumenta la velocidad y viceversa,
existe una temperatura a la cual las uniones que regulan la forma enzimatica activa se rompen
debido al movimiento molecular excesivo, ocasionando la desnaturalizacion de la enzima y la
pérdida de su actividad [75c]. La desracemizacibn de un compuesto es una reaccion que
requiere de una gran especificidad entre la enzima y el sustrato, por lo que deberia ser mas
sensible a cambios de temperatura.

En el caso de Taxus brevifolia, la temperatura no modifica la enantioselectividad de la
biodesracemizacion y la actividad se mantiene entre 10 y 30°C, perdiéndose a 40 y 50°C.

No debemos olvidar que uno de los reactivos es una fuente bioldgica viva y que su fisiologia se
puede alterar debido a la temperatura. El cultivo se propaga a una temperatura de 20°C,
temperatura a la cual presenta su mayor actividad, por lo que no es sorpresivo que a 40 o 50°C,
éste sufra alteraciones que ocasionen su muerte.

Centrandonos en el rango en el cual se presenta una actividad (10 - 30°C), en ambos extremos,
el exceso enantiomérico es inferior que a 20°C (34%<50%<74%), sin embargo, las
consecuencias de disminuir o aumentar la temperatura tienen diferente explicacion.

A 10°C, siguiendo el curso de biotransformacion (Figura 26), es cierto que a 7 dias el exceso
enantiomérico es inferior que a 20°C, sin embargo, la cinética plantea que existe una
disminucioén en la velocidad de desracemizacién ocasionado, tal vez, por la dindmica reducida
en la célula a causa de una baja temperatura. Por ello, se decidi6 extender el tiempo de



biorreaccién observando que la actividad no se pierde con la temperatura y que es posible
llegar casi al mismo exceso enantiomérico que a 20°C.

Por el contrario, a 30°C, la velocidad de desracemizacion parece incrementarse en los primeros
dias, pero existe un momento en el tiempo (dia 4) en el cual se registra un cambio en el exceso
enantiomérico y la velocidad de desracemizacidbn cambia disminuyendo y alejdndose de la
temperatura control. Esto sélo puede deberse a modificaciones en el proceso de interaccién
enzima (as) y sustrato, que si bien, continla, su efectividad se reduce.

Lo anterior se refleja en la Figura 37 en la cual se muestra el efecto de la temperatura en la
velocidad de desracemizacion (Ae.e./At). A 10°C existe una menor velocidad de reaccion,
mientras que a 30°C existe una velocidad similar a 20°C, por lo que la temperatura 6ptima
propuesta es 25°C, determinada graficamente.
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Figura 37. Efecto de la temperatura en la velocidad de desracemizacion

El efecto de la temperatura en la literatura se restringe a la termoestabilidad de las enzimas
correspondientes sin mencionar el efecto de la temperatura en el proceso que se investiga. Se
reportan actividades amidohidrolizantes estereoespecificas con microorganismos en medio de
cultivo [77] y derivados (3E,5E)-alquil-2-hidroxi-6-arilhexa-3,5-dienoatos que han sido
desracemizados en agua destilada con levadura [39].

7.8. CANTIDAD DE SUSTRATO

El comportamiento presentado en la Figura 28 se podria explicar haciendo referencia a un
mecanismo saturable, como lo es el enzimatico. A mayor sustrato, la via enzimatica se satura
y disminuye, en este caso, el exceso enantiomérico obtenido; sin embargo, existen otros
elementos que podrian sugerir otro comportamiento.



En 1913, Leonor Michaelis y Maud Menten propusieron un modelo sencillo que explica la
cinética de una reaccién enzimatica que plantea un equilibrio entre enzima (E), sustrato y un
complejo activado enzima-sustrato (ESustrato) que se disociara para formar un producto (P)
y reestablecer la enzima.

E + Sustrato ESusttato ——» E + P

Figura 38. Reaccién enzimatica propuesta por Michaelis-Menten

La velocidad de catélisis y la cantidad de sustrato se relacionan con una constante de
equilibrio (Ky) y una velocidad méaxima (Vma) en la reaccion.
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Figura 39. Representacion de una reaccion enzimatica
con una cinética de Michaelis-Menten

A una concentracion constante de enzima, cuando se aumenta la concentracidon de sustrato, el
namero de interacciones ESustrato aumentan hasta un punto (velocidad méxima) en el que se
saturardn todas las enzimas posibles y esto continuara a través del tiempo aunque la
concentracion de sustrato aumente. Esto se traduce a partir de la relacion entre conversion y
tiempo en la cual se tiene un incremento en la velocidad del proceso a medida que se saturan
mas rapido los sitios enzimaticos por la presencia de una mayor cantidad de sustrato.
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Figura 40. Relacion de conversidn y tiempo para una reaccién enzimatica
para diferentes concentraciones de sustrato

La conversién con respecto al tiempo presentara un mayor valor de velocidad inicial (dC/dt =
pendiente creciente) a mayor cantidad de sustrato ya que se alcanzara la saturacion enzimatica.
Comparando con la Figura 28, podemos observar que los perfiles son contrarios y calculando las
velocidades iniciales para las diferentes concentraciones experimentales de sustrato presentan
una disminucion en la velocidad de desracemizacion (Figura 41).
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Figura 41. Relacion experimental entre velocidad inicial
y concentracion de sustrato

El comportamiento que describe la figura anterior se asemeja a un perfil de inhibicién por
sustrato pues la actividad de desracemizacion se pierde a medida que aumenta la
concentracion de sustrato como mezcla racémica.

Generalmente, esta inhibiciobn se caracteriza por el hecho de que mas de una molécula
interactia con la enzima ocasionando un intermediario inactivo (ESustratoSustrato)
reduciendo la velocidad de reaccién [78, 79].
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Figura 42. Reaccion enzimatica con inhibicién de sustrato

Sin embargo, no debemos olvidar que el sustrato es una mezcla racémica (R y S), por lo que el
proceso de inhibicién puede involucrar a ambos enantiomeros en proporcion 50:50 o sélo a uno.

Este tipo de inhibicién se reporta en relacién a la actividad enzimética con enzimas puras [80,
83] y con el crecimiento de cultivos [84], o bien, en relacién al tipo de inhibicién y el inhibidor
como tal.

En particular, se tiene registro de un cambio en la enantioselectividad de la ciclohexanona
monooxigenasa de Acinetobacter calcoaceticus (bacteria) debido a la concentracion de sustrato
del tipo biciclo[3.2.0]hept-2-en-6-ona para producir lactonas. En éste se indica que la enzima
tiene la capacidad de transformar el sustrato racémico en dos enantiémeros, teniendo que la
produccion de uno de ellos decae a medida que aumenta la cantidad de sustrato [73].

7.9. BIOTRANSFORMACION CON LOS ENANTIOMEROS PUROS

Dado que existe un cambio en el exceso enantiomérico al colocar una mezcla racémica de 3-
hidroxibutanoato de etilo con células de 7axus brevifolia, se decidié investigar el posible
mecanismo de desracemizacion.

Las condiciones iniciales del ensayo fueron 0.2%V de los diferentes sustratos (R, S y R+S) con
lo que se obtuvo que solo el 10% del enantiomero R reaccionaba y que el isémero S permanecia
intacto. Debido a que se podria presentar una saturaciéon enzimatica pues en el ensayo de la
mezcla racémica (0.2%V) soélo existe 0.1% del enantibmero R, se realizo el ensayo con la mitad
de sustrato racémico (Figura 29).

Los resultados confirmaban que no se presentaba ningun fendmeno de saturacion en el caso del
isomero R y ratifica que el isbmero S permanece intacto. Por lo que, el proceso de
desracemizacion soélo tiene un caracter de estereoinversion del 10% del isbmero R al
isdbmero S (Figura 43).



Célua + S —8> Célula + S

100%

10%

Figura 43. Esquema de biorreaccién con enantiébmeros puros

7.10. MECANISMO DEL PROCESO DE DESRACEMIZACION

En resumen, con 7axus globosa no se lleva a cabo un mecanismo de desracemizacion viable
pues durante el tiempo de biorreaccion, el poco exceso enantiomérico se pierde a medida que el
3-hidroxibutanoato esta en contacto con las células (Figura 44).

pH 5,65, 7y8
Células + RS » Células + R *+ S

+

RS

pH4y6

Figura 44. Esquema representativo de la biotransformacion con 7axus globosa



En el caso de Taxus brevifolia, el exceso enantiomérico aumenta con el tiempo de
biorreacciéon, permitiendo una estabilidad en el proceso hacia la obtencién del enantibmero S.

Sabemos que el proceso se lleva a cabo en un rango de pH de 4 — 8, pero los de mayor
actividad fueron 4 y 8 adicionando 10% de sacarosa. El tipo de disolucion amortiguadora no
afecta el proceso y la temperatura 6ptima de desracemizacion fue 25°C, aunque a 10 y 30°C se
presenta actividad. Frente a la cantidad de sustrato, la desracemizacién parece presentar una
inhibicién por sustrato pues a medida que ésta aumenta, el exceso enantiomérico disminuye,
incluso, perdiéndose la actividad. El proceso frente a los enantidmeros puros solo arroja un 10%
de estereoinversion del isbmero R, mientras que el isémero S permanece intacto.

Con esto, se deben tomar en cuenta varios elementos para indagar en el mecanismo de
desracemizacion. El proceso de desracemizacion, en su mayoria, no se desarrolla bajo un
panorama de estereoinversion, por lo que teniendo esto en cuenta, los mecanismos favorables
serian resolucion cinética, resolucidn cinética dinamica y enantioconvergencia. La resolucion
dindmica implica una racemizaciéon de uno de los isémeros lo cual arrojaria un
comportamiento oscilatorio en el exceso enantiomérico y los resultados no muestran esto, por lo
gue, tampoco, se presenta este mecanismo.

Ahora bien, el proceso de enantioconvergencia implica una retencion y una inversion. En el
caso experimental, la retencion si existe, pero no se presenta una inversion en la
configuracion del isomero R. Debido a esto, s6lo nos queda el proceso de resolucion cinética.

El esquema mostrado en la Figura 7 muestra que un enantiémero (A) es convertido en un
producto enantiomérico (P) y debido a la diferencia en constantes de reaccion (ks y ks) no se
observa cambio en el otro enantiémero (B). Es curioso, pero una resolucion cinética no se
considera un proceso de desracemizacion, aun y cuando podemos obtener un enantiomero puro
debido a que las células tienen la capacidad para distinguir y biotransformar sélo uno de ellos.

Experimentalmente, el proceso de desracemizacion tendria que desarrollarse via resolucién
cinética y la acumulacion del isébmero S favorece a plantear que el exceso enantiomérico
aumenta a expensas de una biotransformacion del enantiomero R y, para ello, es necesario
analizar el rendimiento al final de la biotransformacién. Si el proceso sigue una resolucién
cinética, el rendimiento méaximo esperado seria de 50%b.



pH Disolucioén Rendimiento (20)
amortiguadora®
6.5 F 49
7 F 39
4 cF 30
5 cF 56
6 cF 42
7 cF 41
6 F 37
7 F 53
8 38
4 sin células cF 70
8 sin células F 71

Figura 45. Tabla de rendimientos experimentales al dia 7

En la Figura 45 podemos observar los rendimientos mas representativos del proceso dentro de
la modificaciébn de pH correspondientes a una disolucién amortiguadora de fosfatos (F) y
citratos-fosfatos (cF). El primer y segundo registro (6.5 y 7) se refieren al ensayo inicial del
proyecto y, los posteriores (4-8) corresponden al ensayo realizado con una sola linea de cultivo.

Es claro que, en la mayoria, la cuantitatividad del proceso no ofrece rendimientos mayores
al 50%b, por lo que podria pensarse que si ocurre una resolucioén cinética. Por otro lado,
anteriormente se propuso que el tipo de amortiguador no tenia influencia sobre el exceso
enantiomérico del proceso y, con estos resultados, podemos observar que tampoco existe una
influencia sobre el rendimiento de la reaccion.

Una vez determinado esto, sélo faltaria ratificar que la cantidad del isomero R disminuye y para
ello, no se puede continuar el estudio analizando el exceso enantiomérico como variable
dependiente pues ésta se basa en la diferencia entre un enantiomero y otro, sin lograr descifrar
entre el aumento o disminucién de cada uno de ellos.

La alternativa es el andlisis del area resultante en la Cromatografia de gases para cada
enantibmero pues el area del isdmero S tendria que permanecer constante y la del R disminuir
frente una resolucion cinética. Sin embargo, para observar este fenbmeno, es necesario que

© F: fosfatos y cF: citratos-fosfatos



todas las muestras contengan un volumen de disolvente constante después de la extraccion de
la fase acuosa proveniente de las biotransformaciones. Si bien existe una cantidad nominal para
llevar a cabo la extraccion (1:1), el éter etilico es un liquido volatil (p.eb. 34.6°C y P,y 604

g/cm?)? por lo que no existe la certeza de que el volumen se conserve durante el tratamiento de
las muestras.

Por ello, se decidi6 relacionar la pureza de cada enantibmero (obtenido en el andlisis quiral)
con el rendimiento del 3-hidroxibutanoato de la biotransformacién y determinar la fraccion de
cada enantibmero. La pureza no depende de la cantidad de disolvente en la muestra y la
relacion entre S y R se conserva.

El analisis se realiz6 con los datos mas representativos del proceso que fueron pH 4 y 8 a
temperatura ambiente con 0.2% de sustrato racémico.

70
B Fosfatos pH8

60 - M
Citratos-Fosfatos pH4

Rendimiento (%)

01 23 456 7 01 2 3 45 6 7

Tiempo (dia)

Figura 46. Relacion entre los isémeros en la biotransformacion

El perfil esperado para una relacion rendimiento vs. tiempo (Figura 46) involucraba una
disminucién por tratarse de un compuesto organico en fase acuosa. Sin embargo, los resultados
muestran un comportamiento oscilatorio el cual puede ser atribuible a un fenémeno de
solubilidad y/o a la presencia de una relacién dinamica entre el sustrato y las células de la
reaccion. Ademas, cabe sefialar que aunque la pureza de la materia prima es alta, las impurezas
del acetoacetato de etilo son susceptibles a reduccidn con este tipo de células [69] lo cual
explica el aumento en los primeros dias.

4 En comparacién con el agua que tiene un punto de ebullicién de 100°C (1 atm) y presion de vapor
de 23.84 g/cm® (20°C), el éter tiende a “escaparse” del estado liquido como vapor.



Ambos ensayos de pH inician con una proporcidbn 50R:50S en la mezcla de reaccion y la
evolucion de la biotransformacion indica que el enantiomero R presenta una mayor disminucién
gue el enantiomero S en la mezcla resultante.

Este resultado avala los ensayos con los enantiomeros puros (Figura 29) y confirma que a través
del tiempo y en presencia de células de T7axus brevifolia, el enantiomero S del 3-
hidroxibutanoato de etilo permanece intacto, mientras que la cantidad del enantiomero R se
modifica de manera decreciente provocando un cambio en el exceso enantiomérico de la mezcla
final mediante un proceso de resolucién cinética.

pH4y8
Céluas + R+ S —» Céluas + S + Z

Figura 47. Esquema propuesto del proceso de desracemizacion

En otras palabras, la variacion en el exceso enantiomérico es resultado de la
biotransformacion del enantiobmero R via resolucion cinética.

Ahora bien, referente a la inhibicibn por sustrato antes propuesta, sabemos que el
enantibmero S permanece intacto por lo que se podria sugerir que a la célula le es indiferente
tanto como precursor de algin metabolito como en toxicidad.

Sin embargo, el enantidmero R si es biotransformado, no en su contraparte, sino en otro
compuesto no caracterizado (2) lo cual nos da un indicio de que la célula no lo tolera o es

precursor de un metabolito. Asi pues, no podemos descartar la posibilidad de que a mayores
concentraciones se presente un fenémeno de toxicidad y no de inhibicion (Figura 48).

Célua + R —> Célua + 7Z

[Célula+R+R Juerte

Figura 48. Esquema de toxicidad



La diferencia entre ambos radica en la remocion del sustrato. Si la actividad continta al
eliminar cierta cantidad de sustrato, corresponderia a un proceso de inhibicién; pero, si la
actividad disminuye o cesa, se presentaria un fenomeno de toxicidad. Este hecho no fue posible
aclararlo, sin embargo, existe varios elementos para descifrarlo.

En el caso de que R represente una fuente para producir un compuesto de utilidad para las
células, a pesar de la inhibicién, deberia existir una fraccion de R que se convirtiera en el
producto benéfico y esto no sucede, pues al aumentar la cantidad de sustrato, cesa la actividad.

En el supuesto caso de que R represente una toxicidad para las células seria absurdo pensar
gue su degradacion esta sujeta a una inhibicién por él mismo, pues las células lo que
necesitan seria degradarlo y entre mas rapido mejor. Con esto, el fendmeno referente a la
toxicidad del enantiémero R puede ser el responsable de la pérdida de la actividad de
desracemizacion en el medio de reaccion.

En cuanto a la identidad de Z, la mayoria de las investigaciones especulaban sobre el
mecanismo de desracemizacion de sec-alcoholes pues la fuerza motriz, hoy en dia, es incierta.

La investigacion para desracemizar 1-d-feniletanol racémico con células de Geotrichum
candidum (hongo) aportd elementos contundentes a cerca de la naturaleza del mecanismo que
se lleva a cabo [29]. La reaccibn muestra que al inocular el sustrato racémico se obtiene un
compuesto en el cual el deuterio del centro de quiralidad es sustituido por un hidrogeno,
mientras que su imagen especular permanece intacta (Figura 49).



Geotrichum
HZO candidum

~6%

Figura 49. Desracemizacion de 1-d-feniletanol mediante
células de Geotrichum candidum

En este sentido, la desracemizacion se podria llevar a cabo de varias maneras relacionadas con
el tipo de enzimas involucradas: en un paso 0 en dos pasos. La estereoinversion en un paso
implica una reaccién de oxidaciébn mediante una enzima de naturaleza redox (reversible),
mientras que la desracemizacion en dos pasos involucra un proceso de oxidacién
estereoespecifica irreversible y reduccion enantioselectiva; en ambos casos, se plantea una
reduccion irreversible (Figura 50) [24, 85].
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Reduccion enantioselectiva Alcohol dehidrogenasa + NADPH

Figura 50. Mecanismos de desracemizacién en alcoholes secundarios

Sin embargo, investigaciones similares con derivados de alcoholes secundarios no han detectado
la presencia del intermediario ceténico, por lo que esto es ambiguo [31, 48, 49]. De manera que
el mecanismo de desracemizacion parece seguir diferentes rutas en diferentes organismos.

En este caso, el compuesto resultante de la oxidacién selectiva seria el acetoacetato de etilo y,
durante la experimentacion, no se obtuvo una sefial correspondiente a este compuesto (tiempo
de retencién 4.9 min.) en el andlisis no quiral por cromatografia de gases.

7.11. EDAD DEL CULTIVO EN SUSPENSION

El andlisis de la variacién de los resultados a pH 4 y pH 8 con 7axus brevifolia se disip6 al final
del proyecto. Como ya se menciond, las condiciones de reaccion se mantuvieron constantes en
los diferentes ensayos, sin embargo, dado que el cultivo es dificil de propagar, las
biotransformaciones se realizaron con células en suspension en tiempo real, es decir, una vez
subcultivadas en suspensién, éstas se mantuvieron durante un afio y 9 meses en el cual se



colocaron los diferentes ensayos sin comprometer la continuidad de las diferentes lineas de
cultivo.

Asi pues, se realizd una relacion entre el exceso enantiomérico y la fecha en la cual se realizo la
biotransformacién. El cultivo en suspension se inicié6 en Septiembre de 2005 con células de 2
afios de antigtiedad en callo (2003).

80%

60% -

ee% 40% -

20% -

0%
Nov-05 Ene-06 Mar-06 May-06 Jul-06 Sep-06 Nov-06 Ene-07 Mar-07

Fecha
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Figura 51. Relacion de exceso enantiomérico y fecha
de las biotransformaciones con 7axus brevifolia

La Figura 51 muestra los resultados obtenidos en valores de pH de 4, 7 y 8 a través del tiempo.
Tanto a pH 7 y 8, los resultados de e.e. presentan una tendencia de disminucién a través del
tiempo (Nov-05 a Oct-06), mientras que a partir de la experimentacion a pH 4, los resultados de
e.e. son mayores que en los pH anteriores y se mantiene constante en un periodo de tres meses
(Oct-06 a Dic-06). Posteriormente, se presenta una disminucion en el e.e. cercano al 50% (Mar-
07).

Asi pues, tras 3 meses de mantener el cultivo en suspension, la actividad de desracemizacién
se lleva a cabo a pH 8, pero después de 5 meses la actividad se incrementa a pH 4, teniendo
su valor maximo a los 10 meses y permaneciendo constante por tres meses.

El comportamiento de células en suspension frente a la produccién de metabolitos secundarios
ha sido estudiada y, en la mayoria de los casos, éstos disminuyen en cultivos /n vitro [86]. En
particular, estudios acerca de la produccion de paclitaxel en 7axus sp. indican que su
concentracion no es constante y varia tanto por la época del afo /7 vivo [57, 87, 88] como por
el tiempo del cultivo en suspension /n vitro [56, 57].



Estos estudios se basan en la relacion de produccion de metabolitos secundarios y las
alteraciones a nivel genético que pueden sufrir las células en los cultivos. Usualmente, las
especies animales y vegetales tienen un nimero de cromosomas constante y determinado, que
constituye su cariotipo. Sin embargo, existen especies con una alta variabilidad cariotipica, no
s6lo en namero sino en forma y tamafio de los cromosomas debido a que se presentan
mutaciones cromosomicas.

En la naturaleza, las mutaciones cromosdmicas traen como consecuencia una variaciéon en el
fenotipo de la especie (caracteristicas fisicas) y en la fisiologia. A pesar de esto, el reino
vegetal tiene una mayor capacidad para soportar las mutaciones que el reino animal
y su viabilidad como organismo queda condicionada a los cromosomas implicados en dicha
mutacion.

En el reino vegetal, el tipo de mutaciones que se presentan son las numéricas, siendo la
haploidia, poliploidia y aneploidia las mas comunes en la naturaleza (/n vivo)®. Los antecedentes
mencionan que no sOlo en la naturaleza se presentan estas alteraciones, sino que durante el
cultivo celular (/in vitro) también; de hecho, sugieren que la produccién de metabolitos
secundarios esté asociada a dichas alteraciones genéticas [90, 91].

Al iniciar la investigacion no habia antecedentes claros sobre la injerencia del tiempo de cultivo
en cualquier tipo de proceso; se sabia que a través del tiempo la produccion especifica de algun
compuesto variaba, pero no se comprometian a plantear una respuesta. Esto no es de
extrafiar porque mantener una linea de cultivo por un largo periodo de tiempo
requiere un extremo cuidado y la inversion de dinero.

Fue hasta el estudio publicado en 2005 en el cual se mantienen lineas de cultivo de 7axus
brevifolia en suspension para monitorear el contenido genético de los cultivos a través del
tiempo y su posible relacion con la produccién de taxanos, que se pudo vislumbrar una potencial
respuesta al comportamiento de la biotransformacion [55].

El estudio refiere la presencia de un fenémeno de inestabilidad en el contenido genético en las
suspensiones del cultivo, resultando en una condicién de aneuploidia. Asi mismo, se plantea
una coexistencia entre poblaciones de células con diferente contenido genético en
suspensiones mantenidas alrededor de un afio, no asi en un periodo de 3 a 7 meses en el que
se registran diferentes proporciones de poblaciones debidas a las diferentes velocidades de
crecimiento en los nuevos arreglos cromosoémicos.

¢ La haploidia y poliploidia es la disminucién y aumento en el nimero de juegos de cromosomas,
respectivamente. En la aneuploidia no hay un nimero exacto de cromosomas basicos [89].



Tantos cambios genéticos podrian afectar la actividad metabolica de las células y, siendo que la
desracemizacion del 3-hidroxibutanoato de etilo esta ligada a un proceso de resolucion cinética,
las modificaciones de pH en las condiciones de biotransformacion tendrian que obedecer a este
fenomeno. Este es el primer registro de la variabilidad de resultados a causa de la
temporalidad en biotransformaciones de sustratos exdgenos y, este hecho puede
incrementar la dificultad para escalar procesos a nivel industrial.

El microambiente tan dindmico generado en las células ha ocasionado que, adn en células no
diferenciadas, se presenten ciertas desventajas que no se han podido controlar y que afectan en
algiin momento el proceso de biocatdlisis. Por ello, si bien es cierto que la biocatalisis ofrece
ventajas, también se presentan desventajas como las mencionadas en este trabajo.

Actualmente, se han ideado alternativas de sintesis en las que se comparte la selectividad y
especificidad dentro de las reacciones quimicas mediante la utilizacion de mas de una fuente
biolégica (enzimas o células de diferente organismo) y/o la conjuncion de la biocatalisis y
sintesis estereoselectiva.

La mayoria de los procesos que asocian biocatalisis y catdlisis estereoselectiva siguen el principio
de resolucion cinética dinamica. Durante este proceso, un enantiomero permanece intacto y el
otro se convierte en producto asimétrico de interés por medio de reacciones secuenciales de
oxidacion y reduccion en un paso (adicion sincrénica) o dos pasos (adicidn asincronica).

Las técnicas de sintesis bajo este proceso abarcan la utilizacion de cultivos con diferente
actividad [92 - 94], la utilizacion de enzimas con diferente actividad sin importar su origen [95,
96], el uso de enzimas y agentes reductores comunes como el borohidruro de sodio [97], el
empleo de enzimas y catalizadores metalicos con un donador de grupos funcionales [98], etc.
Todo ello, enfocado al cdmo o qué alternativas idear para mejorar la mayoria de los procesos
biocataliticos que siguen una resolucion cinética y que sélo ofrecen, teéricamente, el 50% de
rendimiento.

En este proyecto, las células de 7axus globosa tienen cierta capacidad para distinguir ambos
enantibmeros del 3-hidroxibutanoato de etilo, sin embargo, también tienen la capacidad de
racemizar el sustrato disminuyendo el poco e.e. obtenido. Por el contrario, Taxus brevifolia, si
tiene la capacidad de distinguir entre los enantibmeros ocasionando un incremento en el e.e. via
resolucion cinética, con las desventajas en el rendimiento y que las condiciones de reaccion
varian con el tiempo del cultivo suspensién. Aln asi, no se puede descartar el aprovechamiento
de ambas especies con capacidades distintas en investigaciones futuras hacia un sistema de
reaccion conformado por estos dos organismos.



8. CONCLUSIONES

En este proyecto, se utilizaron cultivos celulares en suspension de T7axus globosa 'y Taxus
brevifolia para desracemizar el alcohol secundario de un B-hidroxiéster, determinando la
influencia de variables como pH, tipo de disolucibn amortiguadora, presencia de sacarosa,
temperatura y cantidad de sustrato, sobre el exceso enantiomérico resultante.

La sintesis del 3-hidroxibutanoato de etilo se realiz6 mediante sintesis tradicional por medio de
una reduccién de un compuesto B-cetoéster, obteniendo el 3-hidroxibutanoato de etilo con una
pureza de 93 a 97.8%.

Respecto a los cultivos celulares, se logro iniciar y mantener la linea en suspension de 7axus
globosa para su utilizacion en la desracemizacién del 3-hidroxibutanoato de etilo. En este caso,
solo se obtuvo un 16%b de exceso enantiomérico del 3-hidroxibutanoato de etilo, pero éste
se modifica cuando el tiempo de biorreaccion se prolonga produciendo un comportamiento
oscilatorio hacia una mezcla racémica.

Aungue la presencia de sacarosa aumenté el exceso enantiomérico un 50%, no se lograron
obtener valores superiores al utilizar un pH &cido (4 — 6.5), neutro (7) y béasico (8 y 9) por lo
gue no se considera un proceso viable de desracemizacion.

Por otro lado, el cultivo celular de T7axus brevifolia se inicio y el mantenimiento se logré extender
por un afio y nueve meses, tiempo en el cual se colocaron las reacciones de desracemizacion del
3-hidroxibutanoato de etilo.

Al contrario de Taxus globosa, Taxus brevifolia, si tiene la capacidad de distinguir entre los
enantiomeros del 3-hidroxibutanoato de etilo y, por medio de una resolucidon cinética, se
logra tener el enantibmero S con una pureza aproximada del 90%6 correspondiente a un
valor de exceso enantiomérico de 80%b con una concentracion de sustrato racémico de
0.2%V.

La desracemizacion se lleva a cabo a valores de pH de 4 y 8 utilizando disoluciones
amortiguadoras de fosfatos-citratos y fosfatos, respectivamente. La actividad presentada en
ambos valores indica que el tipo de disolucién amortiguadora no altera el proceso.

La influencia de la temperatura sobre el exceso enantiomérico se pudo determinar comparando
la actividad a 20°C y la presentada en un rango de £10°C pues la actividad se reduce a 40°C y

se pierde a 50°C. En este rango, el cambio térmico modific6 la velocidad de
desracemizacion ocasionando una variacion en el exceso enantiomérico a los 7 dias.



Aunque la velocidad de desracemizacion disminuy6é a 10°C, fue posible incrementar el exceso
enantiomérico prolongando el tiempo de biorreaccién hasta los 11 dias, lo cual significa que no
existe pérdida de la actividad.

A 30°C, la velocidad de desracemizacion fue mayor que a 20°C, sin embargo, en un cierto
tiempo, la velocidad comenzé a disminuir y el exceso enantiomérico fue menor, por lo que la
efectividad del proceso disminuye.

La temperatura 6ptima de biocatalisis fue 25°C, determinandose graficamente.

La presencia de sacarosa aumentd la velocidad de desracemizacion produciendo un
incremento en el valor de exceso enantiomérico hasta cuatro veces en comparacién con la
desracemizacion con disolucion amortiguadora.

La cantidad de sustrato afecté de manera circunstancial el proceso, incluso nulificAndolo. Los
valores superiores a 0.2%V ocasionaron un exceso enantiomérico menor al 10%.

Se elucid6 el mecanismo de desracemizacion que se lleva a cabo con células de T7axus
brevifolia, el cual solo presentd un 10%6 de estereoinversion del isémero R y, en su mayoria,
la desracemizacion del medio de biorreaccion se origind por una resolucion cinética del
mismo enantiémero; debido a esto, la mayoria de los rendimientos no superaron el 50%b.

Bajo un panorama de resolucidn cinética, la disminucién del exceso enantiomérico a medida que
aumenta la cantidad de sustrato podria sugerir un mecanismo de inhibicién por sustrato, sin
embargo, los elementos presentados en este trabajo sugirieron que el enantibmero R pudo
presentar cierta toxicidad provocando la muerte del cultivo y supresiéon de la actividad.

La realizacion de las biodesracemizaciones en tiempo real nos permitié determinar la influencia
de la edad de los cultivos pues, a través del tiempo, se registraron dos valores de pH, 4 y 8,
en los cuales se obtuvieron excesos enantioméricos favorables para considerarlo como un
proceso viable de desracemizacion.

Este trabajo es el primer registro de la variabilidad de resultados en una reaccién de
desracemizacion, e incluso en biotransformaciones, a causa de la temporalidad en los cultivos
celulares en suspension sobre sustratos exdgenos.

Con base en este trabajo, podemos observar que, a pesar de que ambos cultivos pertenecen al
género T7axus, la respuesta frente a un sustrato exégeno racémico como lo es el 3-
hidroxibutanoato de etilo no es la misma. Mientras que 7axus globosa tiende a racemizar,
Taxus brevifolia permite el enriquecimiento del enantiobmero S via resolucion cinética.



Es un hecho que la biocatdlisis mediante cultivos celulares y la sintesis enantioselectiva
tradicional no se pueden comparar tanto en tiempo invertido como efectivo. Mientras que en la
sintesis tradicional se tiene cierto control sobre las variables que pueden afectar una reaccion,
en biocatalisis se tiene poco control debido a las innumerables variables fisicoquimicas que se
vuelven inherentes al trabajar con un organismo con metabolismo propio como produccion
de masa celular, transporte celular, solubilidad de reactivos en medio acuoso, condiciones de
biorreaccion, fisiologia celular, presencia de contaminacion, toxicidad, etc.

La incorporacion de la biocatalisis en el desarrollo de procesos mas eficientes, tanto en
productos benéficos como dafiinos, implica elevar los costos y la infraestructura de produccion,
pero a pesar de esto, la investigacion debe apostar por descubrir 0 mejorar los procesos ya
existentes.
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10. APENDICE

10.1. LISTA DE FUENTES BIOLOGICAS CITADAS

ORGANISMO REINO
O ENZIMA
Acinetobacter calcoaceticus BACTERIA
Aspergillus terreus FUNGI (HONGO)
Camellia sinensis PLANTAE
Candida parapsilosis FUNGI (LEVADURA)
Catharanthus roseus PLANTAE
Daucus carota PLANTAE
Geotrichum candidum FUNGI (HONGO)
Hypericum perforatum L. PLANTAE
Micrococcus freudenreichii BACTERIA
Nocardia diaphanozonaria BACTERIA
Nocardia fusca BACTERIA
Nocardia pseudosporangifero BACTERIA
Nicotiana tabacum PLANTAE
Petunia ‘Mitchell’ PLANTAE
Pseudomonas polycolor BACTERIA
Rhizopus oryzae FUNGI (HONGO)
Rhodococcus erythropolis BACTERIA
Shingomonas paucimobilis BACTERIA
Zingiber officinale PLANTAE

TABLA2



10.2. ESPECIFICACIONES DE MATERIAL

\

Matraces Erlenmeyer, papel aluminio, material de vidrio y termémetro
- Tubos, puntas y micropipetas EPPENDORF

- Balanza SCIENTECH modelo N° SA120 y ACCULAB V-600

- Autoclaves MARKET FORGE STERILMATIC y TecCCA

- Campana de condiciones estériles con flujo laminar en posicion horizontal VECO modelo
HOR N° GHFL-A-12

- Agitadoras orbitales GALLEBKAMP, ESEVEM® 6090 y LAB LINE

- Medidor de pH ®340 BECKMAN con electrodo HI 1131B

- Centrifuga Biofuge primo R HARAEUS

- Rotavapor BUCHI modelo R-200

- Recirculador SEV modelo ECO 10

- Cromatografo de Gases AGILENT 6890 con software de Hewlett Packard 6890 Driver

- Columna quiral de RESTEK RT-yDEXsa 30mx0.32mmIDx0.25um No. 13112. Las
condiciones del analisis fueron: velocidad de flujo constante de 20 ml/min utilizando
helio como gas acarreador, temperatura del inyector y del detector de ionizacién a flama
de 200°C, temperatura del horno de 90°C y split de 20

- Columna no quiral de ALLTECH AT™ - AquaWax 30mx0.25mmIDx0.25um No. 12437. Las
condiciones del analisis fueron: velocidad de flujo constante 20 ml/min utilizando helio
como gas acarreador, temperatura del inyector y del detector de ionizacion a la flama de
230°C, temperatura del horno de 130°C y split de 200

- Espectrofotémetro VARIAN 300 MHz

- Las Figuras y Tablas fueron disefiadas mediante el SOFTWARE de Windows XP con
programas como CS ChemDraw Ultra, Microsoft Office 2003 (Word y Excel) y Paint.



10.3. ESPECTROSCOPIA

Acetoacetato de etilo. Liquido incoloro. RMN-'H (CDCl5): d 4.207 (2H, ¢, J=7.07 Hz), 3.453 (2H,

s), 2.278 (3H, s), 1.288 (3H, t, J=7.07 Hz); Espectro 1.

3-Hidroxibutanoato de etilo. Liquido incoloro. [a]*, = -6.15° (c=1, CHCls); RMN-'H (CDCly): &
4.230-4.182 (1H, m), 4.176 (2H, ¢, J=7.07 Hz), 2.571 (1H, s,+D20), 2.498 (1H, dd, J=16.4, 3.9
Hz), 2.426 (1H, dd, J=16.4, 8.4 Hz), 1.279 (3H, t, J=7.07 Hz), 1.230 (3H, d, J=6.6 Hz):

Espectro 2 y 3.

3-Hidroxibutanoato de etilo (desracemizado). Liquido incoloro. [a]*p = +3.55° Exp.? (CHCly),

(S) [a]*®> = +43° (c=1, CHCIly) Lit., (R) [0]*> = -46° (c=1, CHCl) Lit.; RMN-'H (CDCls): &
4.275-4.199 (1H, m), 4.178 (2H, ¢, J=7.12 Hz), 2.821 (1H, s,+D20), 2.500 (1H, dd, J=16.4, 3.9
Hz), 2.412 (1H, dd, J=16.4, 8.5 Hz), 1.280 (3H, t, J=7.12 Hz), 1.233 (3H, d, J=6.6 Hz);

Espectro 4 y 5.

Cabe sefalar que la utilizaciéon de la RMN-1H sélo fue indicativo de que el compuesto aislado de

la biotransformacion era 3-hidroxibutanoato de etilo.

* Valor proveniente de colocar 245.5 g de células de Taxus brevifolia (peso htimedo), 701 ml de
amortiguador de fosfatos + 10% Sacarosa pH 8 y 1.405 ml de sustrato racémico. La fecha de
colocacion fue Mayo de 2006.



Instituto de Quimica UNAH NZ
Or. Hector Barrios/Carmen A.
Clave: aae

COC13+D20

VYarian-Unity 300HHz-C

L1H
Mo. registro: 1517
2a-Y-08

Pulse Sequaence: 52pul
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Instituto de Quimica UNAH MNE
Dr. Hector Barrios/Carmen A.
Clave: 3-hidroxi

chclz

varian-Unity 300HHz-C

1H

Mo, registro: 1516
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Pulse Sequence: s2pul
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Espectro 3

Institeto de Quimica UNAR NZ
Or. Hector Barrios/Carmen .
Clave: 3-hidroxi
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Espectro 5
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10.4. CURVA DE CALIBRACION PARA EL ANALISIS DE CROMATOGRAFIA DE
GASES

Para el analisis cromatogréfico, se realizd una disolucién nominal de 3-hidroxibutanoato de etilo
en etanol de la cual se tomé cierto volumen para tener una serie de mezclas con un gradiente

de concentracion adicionando una cantidad constante de estandar interno (hexanol).

Estas disoluciones se inyectaron en el cromatdgrafo de gases obteniendo los siguientes perfiles
cromatograficos.

Laboratorio de Cromatografia LCR-LSA-IQUI

cc hexanol001.CH1

2.5E+05pA B
| iz
Z.DE—}US% 2
1.5E+05] |
1.0E+05
5.0E+04]
“1.00 200 300 400 500  6.00  7.00 [min]
# Nombre Tr Area %hrea
[min] [pR*=]
1 hexanol 3.2¢8 382051 100, o0
2.5E+05)pA oo 0001.CH 1
f
2.0E+05]
' o
1.5E+05] £
| =
1.0E+05
|
5.0E+04
i S E A —— e
a0 2.00 3.0 4.00 5.00 6.00 7.00 [min]
# Hombre Tr Area Aras
[min) [pA*s] o

1 hexanal 3.269 189852 100.000



Laboratorio de Cromatografia LCR-LSA-IQUI

2 5E405]pA | o6 1001.CHY
J |
&GE+Oﬂ
i
1.5E+05] g
| £
1.0E+05] -
| :
5.[!E+1:h1-il ‘g‘
100 200 300 400 500 600 700 [min]
f Hombre Tr Area Shrea
(min] [pR*s]
1 hexanol 3.289 165458 97.44%
2 3hidrox 5.338 4288 2.514
: ¢ 2001.CH1
2 SE+05pA
2.0E+05) ; 2
1.5E+r35‘i E
| |
|
1.0E+05 g
w3
5
5.UE+04I__ ________________ . E
' 1.00 2.00 3.00 400 500 800 7.0 [min]
3 Mombre Tr Area 2hres
[tmin] [pRA*s]
1 hezancl 3.288 187030 56,250

2 hidroxibutaneate 4 etils 5.340 7676 3.750



Laboratorio de Cromatografia LCR-LSA-IQUI

cC 3001 .CH1
2.5E+65'FA
2.0E+05
g
1.5E+05) g
1,0E+05| g
| i
| g
5.0E+04 2
1.00 2.00 300 400 5,00 6.00 7.00 [min]
$ Nombre Tr Rrea 3hrea
[min] [pR*s]
1 hexanal 3.268 1857487 G3.285
P hidrozibutanoato 4 etile 9.339 13375 6.7TL5
2 5E+05pA i e 5001,.CH1
|
2.0E+05|
.| 2
| ]
15405
f é
1.0E405| "
i !
| f
5.0E+04] £
100 200 U300 400 500 600 oo [min]
v Notrb re Tr fres ihrea
[min] [ph*s]
L hexanol -
T 3.289 187724 87.82
2 hidrexibutancate d etilo 5_33m 26023 1;?;;



Laboratorio de Cromatografia

LCR-LSA-IQUI

&6 7001.CH1Y
2 5E+05|pA
2.0E+05 P
1.5E+05 §
1.0E+05 :
5.0E+04 B
100 200 300 400 500 600  7.00 [min]
# Nombre Tr Area shrea
[min] [pR*s]
1 hexanol 3.2e8 189847 82.688
2 hidroxibutancate d etilo 5.338 39752 17.312
cc 3001.CH1
2.5E+05)pA
2.0E+05 8
L)
:
1.5E+05 @
1.0E+05! 5
:
| 2
5.0E+04
100 200 300 400 500 600 7.00 [min]
# Nombre Tr Ares threa
[min] [pA*s]
1 hexanol 3.268 202355 75.75%9
2 hidroxibutancato d etilo 5.337 4750 24,2471



Laboratorio de Cromatografia LCR-LSA-IQUI

c¢ 10001.CH1

2 5E+05)pA
2.GE+05: ﬁ
1.5E+05| 3
!‘- o
1.0E+05 s
5.0E+04 -
1.00 2.00 300 400 5.00 .00 7.00 [min]
# Hombre g frea thres
(min] [pR*s]
1 hexanol 3.268 177527 89.427
2 hidroxibutanoate d stilo 5.338 78351 30.573
_ ot 12001.GH1
2. 5E+05pA
|
2.0E+05 &
' g
1.5E+05 |§ .
g
wr
1.0E+05 £
| | -.E
5.0E+04]
1.00 200 300 4.00 5.00 6,00 7.00 [min]
# Nombre Tr Area threa
Imin] [pA*s]
1 hexanol 3.268 211542 63,779
z hidroxibutancato d etils 5.337 1201440 35.221



Laboratorio de Cromatografia LCR-LSA-IQUI

cc 18001.CH1
2,5E+05)pA 5
2,0E+05
1.5E+05 5 4
= 8
1.0E+05, ! £
5.0E+04

1.00 200 300 400 500 6.00 7.00 [min]

# Nombre Tr Area Bhrea
[min] [ph*s]
1; hexznol 3,285 125103 50,643
2 hidroxibutancate d etilo 5.334 125825 49,357
cc 17001.CH1
2.5E+05]pA 5
2.0E+05] &
f N 2
ﬁ 2 ph
1.5E+05 ] g
| 5 Iz
| 1 ..E
1.0E+05]
|
5.0E+04]
1.00 200 300 4,00 5.00 6.00 7.00 [min]
# Nombre Tr Area thArea
[min] [pA*s]
i hexanol 3.269 1568627 42 610

2 hidroxibutancato d etilo 5.339 204825 57.330



En un analisis cromatografico, existe un rango de concentraciones en el cual el area del pico
generado por cierto compuesto es proporcional a la concentracién del mismo, por lo que el
tratamiento de los resultados consistié en relacionar el rea de los cromatogramas de ambos
compuestos (3-hidroxibutanoato de etilo y hexanol) y su concentracién.

En este caso, la forma de la ecuaciéon cuando se adiciona un estandar interno es:

donde

C 3hidro: concentracién de 3-hidroxibutanoato de etilo (gradiente)

f (A 3hidro /A hex) = k (C 3hidro /C hex )

C hex: concentracién de hexanol (constante)

f: funcion

k: constante de proporcionalidad calculada experimentalmente

Los valores de las variables de concentracion y &rea son conocidas, excepto el de la constante
de proporcionalidad (k) que se determina de manera gréafica relacionando (Area 3hidro / Area
hex) y (C 3hidro /C hex).

TABLA DE RESULTADOS

C 3hidro
C hex en en
Area Area A 3hidro/A 100 pl 100 pul C 3hidro/C
Muestra hex 3hidro hex (mol/L) (mol/L) hexanol
cc 0001 189652 0 0.0000 0.0077 0.0000 0.0000
cc 1001 165498 4268 0.0258 0.0077 0.0004 0.0500
cc 2001 197030 7676 0.0390 0.0077 0.0008 0.1000
cc 3001 185797 13375 0.0720 0.0077 0.0012 0.1501
cc 5001 187724 26033 0.1387 0.0077 0.0019 0.2501
cc 7001 189867 39752 0.2094 0.0077 0.0031 0.4002
cc 8001 202355 64750 0.3200 0.0077 0.0039 0.5002
cc 10001 177927 78351 0.4404 0.0077 0.0062 0.8004
cc 12001 | 211542 120140 0.5679 0.0077 0.0077 1.0005
cc 16001 129103 125825 0.9746 0.0077 0.0154 2.0009
cc 17001 196627 264825 1.3468 0.0077 0.0193 2.5011
l l TABLA 6

Variables independientes



Obteniendo la siguiente gréafica

Curvade calibracion

Area 3 hidro / Area hex
o
(o]

0 0.5 1 15 2 2.5 3
C 3hidro / C hex

Figura 51. Curva de calibracion para el andlisis no quiral

El comportamiento entre ambas variables presenta un perfil lineal con una ecuacién general

y = m x + b, donde m = k (constante de proporcionalidad o pendiente de la recta) y b es la
ordenada al origen. Mediante un analisis de minimos cuadrados podemos determinar el valor de
éstas, sabiendo que

N Z(C, A) - IC, ZA, S(C Y ZA, -IC (G A)
m = b =
NE(C ) - (EC)’ N2(C ) - (ECY
S(C,A)
r,R=

VEEC ) -Z@))

donde N = 11; C= (C 3hidro / C hex); A=(A 3hidro / A hex)



Entonces

Realizando las operaciones tenemos que la ecuacion de la linea recta es

CA C A c’ A’

0 0.0000 0.0000 0 0
0.00129003 0.0500 0.0258 0.002502286 0.00066506
0.00389758 0.1000 0.0390 0.010008884 0.00151777
0.01080292 0.1501 0.0720 0.022520184 0.00518215
0.03468491 0.2501 0.1387 0.062556498 0.01923131
0.08378478 0.4002 0.2094 0.16014422 0.0438348
0.16006299 0.5002 0.3200 0.250224694 0.10238861
0.35244254 0.8004 0.4404 0.64057688 0.19391231
0.56818094 1.0005 0.5679 1.000901375 0.32253886
1.95009587 2.0009 0.9746 4.003600305 0.94986352
3.36861316 2.5011 1.3468 6.255623853 1.8139765

¥(C, A) 6.53385572 >C, 7.7535 YA, 4.1345 | £C,* 12.40865918 | (A’ 3.45311089
¥(C?) 60.1165734
TABLA7

(Area 3hidro/Area hex)=0.5213 (C 3hidro/C hex)+0.0084

R?= 0.9936

donde a medida que R? se acerca a 1, el comportamiento de la dispersion x, y se asemeja a una

linea recta “perfecta”.



10.5. CALCULO DEL RENDIMIENTO DE LA BIODESRACEMIZACION
Una vez determinada una metodologia que nos proporciona una relacion lineal entre el
compuesto a cuantificar y otro de referencia (estandar interno) con un analisis cromatografico,

podemos calcular el rendimiento de las biotransformaciones.

El rendimiento se calcula interpolando el area experimental del 3-hidroxibutanoato resultante de
la biotransformacion en la ecuacién de la curva de calibracion.

(Area 3hidro/Area hex)=0.5213 (C 3hidro/C hex)+0.0084

oo l

conocidas conocida

a calcular

Despejando C 3hidro,

{[(Area 3hidro/Area hex) - 0.0084]/ 0.5213} C hex = C 3hidro

Asi pues, a continuacién se muestran los cromatogramas obtenidos para las biotransformaciones
que hacen referencia a la Figura 45.



F 6.5

Laboratorio de Cromatografia LCR-LSA-IQUI

T11 3001 CH1
1 OE+06|pA
g
8.0F+05 g
g
6.0E+05 :
4 ,0E+05
8
©l
2.0E+05
100 200 300 400 500 600 7.0 [min]
# Hombre Tr Lrea
[min] [pA*¥s]
1 hexansl 3.604 1283200
2 5.907 502457
T11 4001.GH
1.0E+Q6[pA
&8
g
B
8.0E+05 §
6.0E+05|
|
4.0E+05] .,
| :
2.0E+05| !
100 200 300 400 500 600  7.00[min]
3 Nombre Tr dres
[min] [pR*z]
1 hexanol 3.606 2034087
2 5.306 520433



F7

Laboratorio de Cromatografia

LCR-LSA-IQUI

T11 5001.€hH1

1.0E+06|pA o
-
_ i
8.0E+05 i
6.0E+05
|
4.0E+05]
[ i
2.0E+05!
|
1.00 2.00 3.00 4.00 500 6.00 7.00 [min]
# Nombre Tr hrea
[min] [pR*s]
1 hexanal 3.575 1872921
2 5.854 296281
T11 6001.0H:
1.0E+0BpA 2
@
8.0E+05 Jé
6.0E+05
4 0E+05 8
2.0E+05
100 200 300 400 500 600 7.00 [min]
# Nombre Tr brea
[min] [ph*s]
1 hexanol 3.558 1798807

2 5.827 471562



cF 4

Laboratorio de Cromatografia LCR-LSA-IQUI

cfF 4 T7001.CH1

2.0E+D5pA
15E+05 |
1.0E+05 3
i
g
I
5.0E+04 '
L [ .
1.00 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00 [min]
# Nowbre Tr Area
[min] [ph¥s]
1 3,277 293058
2 hidroxibutancate d etilo 5.354 48269
) cF 44 T70D1.CH1
2 0E+05pA
|
1.5E+05] #
I "
1.0E+05 §
o
R :
5.0E+04 | | v
-
1.00 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00 [min]
# Nowbre itk Lrea
[min] [pRA*s]
1 2,285 320324

2 hidroxibutancate d etilo 3.36l 49406



cF5

Laboratorio de Cromatografia LCR-LSA-IQUI

cf 5 T7001.CH1

2.0E+05]pA
g
m
1.5E+05)
| ' [
1.0E+05| f §
£
5.0E+04|
T 100 200 300 400 500 600  7.00 [min]
# et re Tr Area
[min] [pR*s]
L 3.2786 302227
2 hidroxibutancato d etile 5,353 GGE55
cf 55 T7001.CH1
2.0E+05pA 5
o
1.5E+05
3
1.0E+05 F
g 2
q i
5.0E+04 5 A L
{00 200 300 400 500 600  7.00[min|
# Nombre Tr frea
[min] [pA*s]
1 3.278 262041
2 4,430 181538
3 hidroxibutancate d etilo 5.356 899317



cF o6

Laboratorio de Cromatografia LCR-LSA-IQUI

" _ ¢F 6 T7001.CH{1
208405 |
1.5E+05
[ ]
1.0E+05 B
i
' i
- 2
5.0E+04 :

| — 1Y

1.00 2.00 3.00 400 500 600  7.00[min]

4 Nombre T

frea
[mir] [pR*s]
1 3,277 274995
bt hidrexibutancato d etilo 5.35/ 598268
of 86 T7001.CH1
2.0E+05)pA :
|
1.5E+05| %
_2
1.0E+05 8
F
g
5.0E+04 ) |
1.00 200 300 400 500 8.00 7.00 {min]
# Nombre Tr frea
[min] [pR*s]
1 3.284 330752

2 hidrogibutaneate d etile 3.366 T9262



cF7

Laboratorio de Cromatografia LCR-LSA-IQUI

ofF 7 T7001.CH1

2.0E+05/pA
| B
1.56405
|
! a
1.0E+05 3
B
E
5.0E+04 ) |
o 1.00 200 300 400 500  6.00 7.00 [min]
# Hombre Tr Area
[min] [pR*=s]
1 J 3.278 265010
2 hidroxibutancato d =tilo s i o 66704
_ of 77 T7001.CH1
2.0E+05pA
156405
| 5
| B
1.0E+05) i 8
1)
| :
| £
5.0E*U4’,_ 'l.-’:‘.'.\' e
100 200 300 400 500 600 7.00 [min]
4 Nombre r firea
(min] [pA*s]
1 3.301 251247
2 hidroxibutancato d etile 5368 53131



Laboratorio de Cromatografia LCR-LSA-IQUI

FoTro01.CH1
2.0E+05|pA
)
3
1.5E+05 A
1.0E405. ! 3
! [+
| :
} ] =
5.0E+04 m |
S——T | 5 [P —— bt e e Lo
100 200 3.00 400 5.0 600  7.00 [min]
# Nombre Tr Area
imin] [pA*s]
1 3.284 258869
2 hidroxibutancate d etilo 5,361 595829
F 668 T7001 .CH1
2.0E+05pA
g
o
1.5E+05
1.0E+05 g
8
| 5; b
5.0E+D4’j_ :;_:‘[;;'.l' B
100 200 300 400 500 600  7.00 [min]
i Holbhre Tr Area
[min] [pA*s]
1 %.265 272545

2 hidroxibutancate d etilg 5.343 53749



Laboratorio de Cromatografia LCR-LSA-IQUI

2.0E+05pA ; F 7 T7001.CH1
0
| ;
T‘SEH}Si
|
1.0E+05| 5
nw
I g
| =]
| -
5.0E+04 1! i

1.00 2000 300 400 500 600 7.0 [min]
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Laboratorio de Cromatografia LCR-LSA-IQUI
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cF 4y F 8 sin células

Laboratorio de Cromatografia

LCR-LSA-IQUI

cF4T22s0 18003,CH1
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I 1T 200 300 400
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1 3.272
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247348
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" hidros & 348
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Area
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Una vez teniendo las areas experimentales de ambos compuestos, se procede a sustituir en la
ecuacion de la curva de calibracién y determinar la concentracién de 3-hidroxibutanoato de etilo
en la mezcla con el estandar interno. Posteriormente, se calcula la concentracion del producto
en la biotransformacién con ayuda de la relacién

(C 3hidro) (V mezcla) = (C 3hidro) (V muestra)

La concentracion resultante se compara con la concentracion inicial de la biotransformacion,
obteniendo el rendimiento quimico de la biotransformacion.

%R = (C3h|dro / C3hidro inicial) X 100

A continuacién se muestra la tabla de resultados que se obtuvo en el calculo del rendimiento de
las biotransformaciones.



TABLAS

Tipo de amotiguador

pH

Fosfatos (Na2HPO4/NaH2PO4) 0.2M + 10% de Sacarosa

Tipo de amotiguador

pH

Tipo de amortiguador

pH

Tipo de amortiguador

pH

Tipo de amortiguador

pH

Tipo de amortiguador

pH

6.5
Tiempo (dia)| Area de hex | Areade 3-h | A 3/ A hex [ hex (mol/L) en 100 yC 3h (mol/L) en 100 ul V (ul) [V muestra (ul} C 3h (mol/L) muestra] C 3h (mol/L) nominal Rend Prom Rend
7 1883200 502457 0.2668 0.0077 0.0038 100 50 0.0076 0.0154 49.5773 49
7 2034087 520433 0.2559 0.0077 0.0037 100 50 0.0073 0.0154 47.4756 +2
Fosfatos (Na2HPO4/NaH2PO4) 0.2M + 10% de Sacarosa
7
Tiempo (dia)| Area de hex | Areade 3-h | A 3/ A hex [ hex (mol/L) en 100 yC 3h (mol/L) en 100 ul V (ul) |V muestra (ul} C 3h (mol/L) muestra] C 3h (mol/L) nominal Rend Prom Rend
7 1872921 296281 0.1582 0.0077 0.0022 100 50 0.0044 0.0154 28.7383 39
7 1798807 471562 0.2622 0.0077 0.0037 100 50 0.0075 0.0154 48.6837 +11
Citratos/Fosfatos (acido citrico/Na2HPO4) 0.05/0.1 M + 10% de Sacarosa
4
Tiempo (dia)| Area de hex | Areade 3-h [ A3/ A hex [ hex (mol/L) en 100 yC 3h (mol/L) en 100 u} V (ul) |V muestra (u)C 3h (mol/L) muestra]C 3h (mol/L) nominal Rend Prom Rend
7 283056 48269 0.1705 0.0077 0.0024 100 50 0.0048 0.0154 31.1051 30
7 320324 49406 0.1542 0.0077 0.0022 100 50 0.0043 0.0154 27.9797 +3
Citratos/Fosfatos (&cido citrico/Na2HPO4) 0.05/0.1 M + 10% de Sacarosa
5
Tiempo (dia)| Area de hex | Areade 3-h [ A3/ A hex [ hex (mol/L) en 100 yC 3h (mol/L) en 100 ul V (ul) |V muestra (u)C 3h (mol/L) muestra] C 3h (mol/L) nominal Rend Prom Rend
7 302227 66855 0.2212 0.0077 0.0031 100 50 0.0063 0.0154 40.8283 56
7 262041 99317 0.3790 0.0077 0.0055 100 50 0.0110 0.0154 71.1040 +16
Citratos/Fosfatos (acido citrico/Na2HPO4) 0.05/0.1 M + 10% de Sacarosa
6
Tiempo (dia)| Area de hex | Areade 3-h | A 3/ A hex [ hex (mol/L) en 100 yfC 3h (mol/L) en 100 pu| V (ul) |V muestra (ul]C 3h (mol/L) muestra]C 3h (mol/L) nominal Rend Prom Rend
7 274995 59626 0.2168 0.0077 0.0031 100 50 0.0062 0.0154 39.9875 42
7 330752 79262 0.2396 0.0077 0.0034 100 50 0.0068 0.0154 44.3649 +2
Citratos/Fosfatos (&cido citrico/Na2HPO4) 0.05/0.1 M + 10% de Sacarosa
7
Tiempo (dia)| Area de hex | Areade 3-h | A 3/ A hex [ hex (mol/L) en 100 yfC 3h (mol/L) en 100 pl| V (ul) |V muestra (ul]C 3h (mol/L) muestra]C 3h (mol/L) nominal Rend Prom Rend
7 285010 66704 0.2340 0.0077 0.0033 100 50 0.0067 0.0154 43.2903 41
7 251347 53131 0.2114 0.0077 0.0030 100 50 0.0060 0.0154 38.9437 +2




Tipo de amortiguador

pH

Fosfatos (Na2HPO4/NaH2P0O4) 0.2M + 10% Sacarosa

Tipo de amortiguador

pH

Tipo de amortiguador

pH

Tipo de amortiguador

pH
T

Tipo de amortiguador

pH
T

6
Tiempo (dia)| Area de hex | Areade 3-h | A3/ A hex [ hex (mol/L) en 100 yfC 3h (mol/L) en 100 pf V (ul) muestra (ul] C 3h (mol/L) muestra] C 3h (mol/L) nominal Rend Prom Rend
7 298869 59929 0.2005 0.0077 0.0028 100 50 0.0057 0.0154 36.8590 37
7 272549 53749 0.1972 0.0077 0.0028 100 50 0.0056 0.0154 36.2239 +1
Fosfatos (Na2HPO4/NaH2P0O4) 0.2M + 10% Sacarosa
7
Tiempo (dia)| Area de hex | Areade 3-h | A3/ A hex L hex (mol/L) en 100 yfC 3h (mol/L) en 100 p| V (ul) muestra (W) C 3h (mol/L) muestra]C 3h (mol/L) nominal Rend Prom Rend
7 251879 71701 0.2847 0.0077 0.0041 100 50 0.0082 0.0154 53.0027 53
7 156811 44013 0.2807 0.0077 0.0040 100 50 0.0080 0.0154 52.2374 +1
Fosfatos (Na2HPO4/NaH2PO4) 0.2M + 10% Sacarosa
8
Tiempo (dia)| Area de hex | Area de 3-h | A3/ A hex L hex (mol/L) en 100 yfC 3h (mol/L) en 100 ul V (ul) |V muestra (ul]C 3h (mol/L) muestra]C 3h (mol/L) nominal Rend Prom Rend
7 227556 52626 0.2313 0.0077 0.0033 100 50 0.0066 0.0154 42.7580 38
7 243627 44367 0.1821 0.0077 0.0026 100 50 0.0051 0.0154 33.3272 5
Fosfatos (Na2HPO4/NaH2P0O4) 0.2M + 10% Sacarosa
8
20°C
Sin células
Tiempo (dia)| Area de hex | Areade 3-h | A3 /A hex L hex (mol/L) en 100 yC 3h (mol/L) en 100 u| V (ul) muestra (ul] C 3h (mol/L) muestra] C 3h (mol/L) nominal Rend Prom Rend
7 178030 66558 0.3739 0.0077 0.0054 100 50 0.0108 0.0154 70.1150 70
+1
Citratos/Fosfatos (4cido citrico/Na2HPO4) 0.05/0.1 M + 10% de Sacarosa
4
20°C
Sin células
Tiempo (dia)| Area de hex | Areade 3-h | A 3/ A hex [ hex (mol/L) en 100 y|C 3h (mol/L) en 100 ul V (ul) [V muestra (ul] C 3h (mol/L) muestra]C 3h (mol/L) nominal Rend Prom Rend
7 247348 47868 0.1935 0.0154 0.0055 100 50 0.0109 0.0154 71.0343 71

+1




10.6. DETERMINACION DEL EXCESO ENANTIOMERICO EN LA
BIOTRANSFORMACION DEL 3-HIDROXIBUTANOATO DE ETILO

Para ilustrar el calculo se hard mencion a los resultados expuestos en la Figura 24
correspondientes al ensayo con una sola linea de cultivo en una disolucién amortiguadora de

citratos-fosfatos con pH 4.

Los cromatogramas obtenidos fueron

Laboratorio de Cromatografia LCR-LSA-IQUI

pA cF 44 TGG02.CH1
1.4E+05]
)
1.2E+05|
1.0E+05|
8.0E+04] L;: &
6.0E+04! '
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5 55 N S e e
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| B g
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1 3z.z260 651204 50.157
3 32.381 547135 13,843



Laboratorio de Cromatografia LCR-LSA-IQUI

oF 4 T2002.CH1
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1 32.283 525953 531,602
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1 32.281 217689 54,118

2 33.399 438507 45.882



Laboratorio de Cromatografia

LCR-LSA-IQUI
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2 33,413 379544 40.347
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1 3Z2.384 370171 87.466

2 33.533 178511 32.534



Los calculos se realizan con la ecuacion

ee = *100 =S —R (%)

Con la cual se calcula el exceso enantiomérico en forma de porcentaje. En este caso, dado que
se obtiene el enantiémero S del 3-hidroxibutanoato de etilo, se resta la propiedad de R a S para
obtener valores positivos. Sin embargo, en algunos casos de 7axus globosay en el ensayo con
los enantibmeros puros para 7axus brevifolia, se resta la propiedad de S a R obteniendo excesos
enantioméricos negativos.

Tiempo (dia) Area S Area R Area total |Pureza S (%)|Pureza R (%)| ee (%)
0 0 0 0 0 0 0
1 651204 647135 1298339 50.1567002 | 49.8432998 0
2 525953 493303 1019256 51.6016585 | 48.3983415 3
3 517689 438907 956596 54.1178303 | 45.8821697 8
4 773970 582988 1356958 57.0371375 | 42.9628625 14
5 561145 379544 940689 59.6525525 | 40.3474475 19
6 364024 207934 571958 63.6452327 | 36.3547673 27
7 370171 178511 548682 67.46549 32.53451 35

TABLA9




A continuacion se presentan los cromatogramas
maximo exceso enantiomérico en ambas especies

Taxas globosa

correspondientes a la determinacion

Tg3p8t15006,CH1
pA 0 g
4.4E+04 L o
4.2E+04 B g
40E+04) | | i
Loh 1
3.8E+04 i
36E+04
J4E+04] | e
3.2E+04 T Sha
3.0E+04 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 [min]
i Nombre Tir Area tArea
[min] [ph*s]
1 32.288 226776 58.084
2 33.41%1 163650 41.91@
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t5(2)001.CH1
3.6E+04|pA
2 1 { ] b=
3.4E+04 L L% =
SR #
: | i 1 i
J.2E+04 P ) :
L B : i
28E+04| | . S e i
2.6E+04
B e T i 20.00 30.00 40.00 [min]
§ Nombre i Area Area
[rin] IpA*s]
i 36,160 lZazeq 39,5984
2 37.258 14279 1¢.01e

El desplazamiento del tiempo de retencién se debe a la metodologia de inyecciones sucesivas.

Las sefales alrededor de 20 minutos son impurezas de la muestra, pero no afectan la

determinacion del e.e.

del



10.7. DETEMINACION DE LA VELOCIDAD DE DESRACEMIZACION BAJO LA
INFLUENCIA DEL pH

La influencia de la temperatura en el proceso de biodesracemizacién se determiné mediante una
gréfica e.e. vs. tiempo en la cual se observa un comportamiento lineal en un rango especifico de
tiempo.

Por otro lado, la velocidad de cualquier proceso se define como el cambio de cierta propiedad
(p) con respecto al tiempo (t), lo cual se expresa como

P1—Po

=1

Si la velocidad es constante, el cambio en el proceso serd proporcional y de igual magnitud a
través del tiempo, presentandose un comportamiento lineal al relacionar las variables p vs. t.

Experimentalmente, tenemos un comportamiento lineal de e.e. vs. t cuando se varia el pH
utilizando una sola linea de cultivo, por lo que se puede calcular la velocidad del proceso
determinando la pendiente de cada recta correspondiente a un valor de pH especifico.

40
L J
35 | y = 4.7265x - 3.4025
£0.9773
30 4 y =5.5089x - 4.98
25 | R = 0.9532
20
O\Q —
S y =3.49990x - 1.4092
o R? = 0.9864
(]
10
y =2.8511x - 1.4509
R? = 0.9859
T T T T T 1
3 4 5 6 7 8

Tiempo (dia)

&pH4 mpHS5 pHG6 @ pH7



30 -

25 - y = 3.2403x - 0.6484
y =3.4809x - 0.5228 ARZ =0.9712

R? =0.9235

20 -

15
y =2.9149x - 0.7032

e.e. (%)

10 - R2 =0.9804
5 i
O ‘ T T 1
D 1 2 3 4 5 6 7 8
-5
Tiempo (dia)
epHG6E mpH7 A pHS
Generando la siguiente tabla
, VELOCIDAD DE
DISOLUCION ,
pH DESRACEMIZACION
AMORTIGUADORA ]
(e.e./dfa)

4 Citratos-Fosfatos 5.5

5 Citratos-Fosfatos 4.7

6 Citratos-Fosfatos 2.8

7 Citratos-Fosfatos 3.4

6 Fosfatos 2.9

7 Fosfatos 3.2

8 Fosfatos 3.4

TABLA10



10.8. DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE DESRACEMIZACION BAJO LA
INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

Experimentalmente, tenemos un comportamiento lineal de e.e. vs. t, por lo que se puede
calcular la velocidad del proceso determinando la pendiente de dicha linea recta.

80 -
y = 11.043x - 4.5688
70 4 R2 = 0.9892
y = 6.3361x - 6.5032
60 | R2=0.97%
50 |
y = 10.592x + 0.4864
—~ 40 1 R? = 0.9908
S
7 30 |
Q
® 20
10 | y = 1.6602x + 0.4788
R? = 0.9084
0 ‘ ‘ ‘ | |
10 4 6 8 10 12
’ y = 0.8847x - 0.8469 _
-20 R2 =0.996 Tiempo (dia)

¢ 10°C m 20°C A 30°C o 40°C < 50°C

Asi pues, se puede apreciar la influencia de la temperatura sobre la velocidad en el proceso de
desracemizacion.

Temperatura (°C) Velocidad de
desracemizacion (e.e./dia)
10 6.3
20 11
30 10.5
40 1.6
50 0.8

TABLA 11



10.9. DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE DESRACEMIZACION BAJO LA
INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE SUSTRATO

Al igual que con la temperatura, se determiné la velocidad de desracemizacion bajo la influencia
de la cantidad de sustrato.

Los resultados experimentales muestran un comportamiento lineal en un rango de tiempo
especifico, por lo que podemos calcular la pendiente y determinar el efecto al incrementar la
cantidad de sustrato.

140 -
120 -
y =17.234x - 4.763
100 - R? =0.9966
80 - y =7.9738x + 0.9552
5 R?=0.9787
& 60 -
o
40 y =5.0161x + 0.6563
R? =0.9899
20 A
y =2.3979x - 2.3736
oR = "\ ya = R? =0.946 ‘ ‘
5 6 7 8

)
o
\_e_\
[y

2 3
y =1.5226x - 0.5176
R2=0.7578 Tiempo (dia)

¢ 0.05% m 0.10% A 0.20% © 0.40% A 0.60%

Generando los siguientes resultados

) Velocidad de desracemizacion
Cantidad de sustrato (%V) ,
(e.e./dia)
0.05 17.2
0.1 7.9
0.2 5.0
0.4 2.3
0.6 1.5

TABLA12
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