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1.0 INTRODUCCION

El hombre desde tiempos muy remotos ha ocupado microorganismos para su
beneficio, la utilizacidn de estos microorganismos es conocida desde la antigiedad
con la fermentacion de aziucar por medio de levaduras para obtener etanol, asi como
en la obtencién de pan por medio de estas mismas.’

Un breve resumen historico’ acerca del descubrimiento de las enzimas se
presenta a continuacion:

< En 1783 Spallanzani nota que el jugo gastrico es el causante de realizar una
buena digestion.

< Durante 1833 Payen y Presos aislaron la primera enzima (amilasa).

< En 1860 Berthelot obtuvo aicohol de una reaccidon de levaduras convirtiendo
glucosa a fructosa. Obteniéndose asi cientificamente la primera fermentacion.

< Para 1926 se cristalizé la ureasa, primera enzima reconocida o identificada
como tai.

<+ A partir de 1950 gran cantidad de enzimas son descubiertas, purificadas y
cristalizadas.

* En 1960 Hirs, Moore y Stein obtienen la secuencia de la enzima llamada

ribonucleasa A. Teniendo solo 124 aminoacidos y un peso mole-ular de 13,680

daltones.

La utilizacidon de microorganismos inicialmente se hacia de manera empirica. Sin
embargo en la actualidad las investigaciones han dado gran importancia a esas
practicas, a tal grado que ahora se sabe que las responsables de lograr estas
transformaciones son las enzimas que son proteinas y que pueden realizar
conversiones quimicas biocatalizadas. Por lo que se dice que cuando una reaccidon se
lileva a cabo utilizando microorganismos en algun paso de la secuencia sintética, se
realiza una biotransformacién o bioconversion

Existen varias teorias de como actuan ias enzimas en este tipo de reacciones, la
primer teoria fue la propuesta por Fischer en 1894, En esta se afirmaba que la enzima
y el sustrato solo podian reconocerse si eran como la accién entre una llave y su
cerradura. Esta teoria marcaba ciertos limites. siendo el mas importante el que las
enzimas solamente podian catalizar reacciones quimicas metabolicas, es decir solo
aquellas reacciones comprendidas en la biogénesis de los ciclos celulares, pero a lo
largo de muchas investigaciones se ha demostrado que estas pueden actuar en
infinidad de reacciones quimicas con una gran diversidad de sustratos y en donde las
diferencias estructurales con la enzima no impiden que se realice la reaccion.
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De hecho se menciona que por cada tipo de reaccién quimica que existe en la
quimica organica, las células poseen también enzimas que pueden realizar el mismo
tipo de reaccién.

En la industria se sintetizan muchos productos quimicos, siendo los de mayor
importancia en el ambito de las biotransformaciones los de la industria farmacéutica.
Estos normalmente son sintetizados mediante lo que se conoce como quimica
organica tradicional y como en cualquier metodologia ésta presenta algunos
inconvenientes. Dentro de estos el mas sobresaliente es el aspecto estereoquimico,
particularmente la obtencion de mezclas racémicas. En esta area de la industria, uno
de los principales requisitos que deberian cubrir las reacciones es la de ser
estereoselectivas, o sea obtener un solo enantiomero o al menos mayor porcentaje de
uno de ellos, lo que se conoce como exceso enantiomérico. Esta consideracion es
debida a que por lo general sélo uno de los enantidmeros presentara la actividad
biolégica esperada, dando por resultado que los procesos de purificacion sean muy
tardados, costosos y con rendimientos bajos debido a la resolucion enantiomérica.

En cambio, e! trabajar con enzimas en este aspecto representa tener varias
ventajas. Principalmente el que eflas efectian reacciones estereoselectivas
produciendo en muchas ocasiones un soio enantiomero y en la mayoria de los casos
excesos enantioméricos significativos, con lo cual se reduce el tiempo y costo de una
reaccion.

Uno de los casos mas tragicos en la utilizacién de farmacos como mezcla
racémica se dio con la droga conocida como Talidomida, esta fue recetada a mujeres
como sedativo o paliativo durante los afios 60's para disminuir las molestias propias
del embarazo. Cuando el farmaco fue suministrado en los primercs 3 meses de
embarazo, causo efectos devastadores en los bebes al nacer estos deformes,
principalmente con un desarrollo anormal de sus extremidades.’> Reconocido el
problema, las investigaciones comprobaron que la actividad de ia droga, denominada
teratogenicidad, era realizada por el enantidmero de configuracion (S). Esta tragedia
se pudo haber evitado si de la sintesis o por resolucion, solo se hubiera suministrado
el enantiomero (R) cuyos efectos eran los bernignos.'1

Por este hecho lamentable, se prohibid el uso del farmaco. sin embargo estudios
posteriores han demostrado que éste mismo farmaco tiene propiedades
anticancerigenas aun administrado en su forma racémica, de donde la FDA hace unos
afnos aprobd su uso, pero con otros fines. Esto es en su utilizacion para el tratamiento
de personas con enfermedades resultantes o derivadas del SIDA, como cancer en l1a
piel, lepra, tubercuiosis y otras.?

Por otra parte, en los uitimos afios se ha observado un aumento en la publicaciéon
de articulos cientificos en donde se ocupan sistemas bioldgicos y donde se trata de
tener rutas alternativas en la sintesis de farmacos.

[1%)
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El principal objetivo de este proyecto es el de realizar la sintesis de talidomida
utilizando los sistemas enzimaticos contenidos en las células de la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Lo anterior genera una ruta alternativa de sintesis para
este farmaco y corrobora asi, la gran versatilidad que poseen las células en sintesis
quimicas, reforzando lo descrito en investigaciones recientes donde se ha probado
que la aplicacion de estos sistemas es muy extenso, de tal forma que pueden realizar
hidroxilaciones, oxidaciones, reducciones de carbonilos, dobles ligaduras carbono-
carbono, etc.

En esta tesis se realizd la biociclizagion de la N-ftaloil-L-glutamina utilizando
Saccharomyces cerevisiae con |a finalidad de obtener talidomida.
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2.0 ANTECEDENTES

2.1 importancia de los seres vivos."?

Se define como ser vivo toda ente capaz de realizar sus funciones metabodlicas
de reproduccién y supervivencia por si solos, ejemplos de estos seres vivos son las
células animales, células vegetales, hongos, bacterias, etc.

El uso de seres vivos para producir alimentos, antibidticos, farmacos, o para la
agricultura y en procesos industriales y biotecnolégicos es muy importante. La
utilizacion de ellos para la obtencién de productos en beneficio del hombre se inicid de
manera empirica. Pero los beneficios otorgados a la humanidad han hecho que los
cientificos investiguen a estos seres vivos, dando origen a la ciencia llamada
biotecnologia.

En un sentido amplio la biotecnologia contempla el uso de sistemas
enzimaticos de microorganismos, plantas, levaduras, etc., en procesos industriales a
gran escala, también se extiende a la creaciéon de nuevos sistemas capaces de
sintetizar productos especificos de aito valor comercial.

En la vida diaria los seres vivos juegan un papel importante en la obtencién de :

a) Antibioticos y farmacos
En la industria farmacéutica se aislan diversos farmacos y antibioticos que provienen
de las reacciones que se realizan en el metabolismo de bacterias, hongos etc.

b) Alimentos
Existen productos lacteos como la leche, queso, yogurth, etc. de alto valor comercial y
en cuya manufacturacion intervienen parcial, o totalmente, alguna actividad
microbiana. Un ejemplo es la fermentacion realizada para obtener cerveza mediante
levaduras. El principal azucar de muchos refrescos es la fructosa, que se produce del
almidon de maiz por actividad microbiana.

c) Agricuitura
Los microorganismos desempefian funciones de gran importancia en el reciclaje de
nutrientes que son importantes para los vegetales. Como el carbono, nitrogeno y
azufre. Las actividades microbianas en el suelo y agua transforman estos elementos a
sistemas que son facilmente absorbidos por las plantas.

d) Energia y medio ambiente
Una gran parte del gas natural (metano) es un producto de la accion bacteriana sobre

materiales organicos de desecho y su formacion es debida a las bacturias conocidas
como metanogénicas.
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Los microorganismos pueden ser utilizados para ayudar a disminuir la polucion
creada por las actividades humanas, mediante el proceso llamado de biorremediacion.
Asi mismo pueden ser parte importante en fuentes alternativas de energia, como se
ha mencionado la biomasa microbiana y los materiales de desecho existentes como
los desperdicios domésticos, los excedentes de cosechas y los residuos animales
pueden ser convertidos en biocombustibles como metano y metanol por otros
microorganismos.

2.1.2 Influencia de los microorganismos en la actividad humana.

AGRICULTURA ALIMENTACION
a) Fijacion de N, a) Conservacion de alimentos
b) Reciclaje de nutrientes b) Alimentos fermentados
c) Cuidado animal c) Aditivos alimentarios
ENFERMEDAD

a) ldentificacion de nuevas
enfermedades

b) Tratamiento y cura

c) Prevencién de enfermedades

ENERGIA/MEDIO BIOTECNOLOGIA
AMBIENTE
a) Biocombustibles a) Produccion de farmacos
b) Biorremediacion b) Obtencion de organismos
c) Extraccion microbiana de minerales genéticamente modificados

Fig. 1 % 1nfiuencia de microorganismos en 1a actividad humana

2.1 Biotransformaciones

Los seres vivos antes mencionados participan en lo que se denominan
biotransformaciones o bioconversiones, que en la literatura también se les describe o
conoce como reacciones enzimaticas y/o de biocatalisis

De tal manera que una biotransformacion se define como todo cambio en la
estructura de un compuesto quimico realizada por seres vivos 0 parte de ellos. De
hecho todas estas denominaciones a lo que realmente se refieren, es a las enzimas
que existen en las células de los seres vivos antes mencionados.

Las enzimas son proteinas denominadas asi por la capacidad que tienen de
catalizar las reacciones metabolicas de los seres vivos para que estos mantengan sus
sistemas reproductivos.

w
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La gran importancia de esta linea de investigacién es que las reacciones se
realicen in vitro, en otras palabras que las enzimas puedan ejercer los mecanismos
adecuados para realizar las biotransformaciones esperadas a diversos sustratos.

El que las enzimas realicen estas reacciones es conocido, pero el como las
realizan no se ha explicado. Se han postulado algunas teorias para tratar de explicar
el mecanismo de accion. Todas estas teorias coinciden en un punto que es la
formacion de un complejo enzima-sustrato.

Para lilegar a utilizar el término de biotransformacién asi como su significado,
han tenido que pasar bastantes afos de investigacion. De entre los trabajos clave en
este tipo de investigaciones, se encuentran:

‘* El descubrimiento de las bacterias’ (1684) por Antonie Leewenhoek

“Microbiologia de la fermentacion lactica y papel de las levaduras en la fermentacion
alcohélica” realizada por Louis Pasteur (1857-1860 ).

Actualmente la importancia de las reacciones realizadas por seres vivos en
sintesis organica es tan grande que, en los ultimos 10 afos el nimero de articulos
publicados en donde se realiza mediante alguna biotransformacion, se ha
incrementado considerablemente.

BIOTRANSFORMACIONES

800
600
400
200

N° de articulos

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
Anos

Fig. 2 Publicaciones anuales en biotransformaciones de compuestos no naturales®
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2.2.1 Seres vivos utilizados

Existe una gran variedad de reactivos bioldgicos que se utilizan en la industria
farmacéutica, alimenticia, en investigacion cientifica, etc, para obtener productos
mediante biotransformaciones, estos “reactivos” se pueden encontrar como:

Células vegetales

Células animales

Bacterias

Hongos ( los mas conocidos y comunmente llamados levaduras)
Virus

Enzimas purificadas de alguno de los seres vivos antes mencionados.

2.2.1 Caracteristicas de las reacciones de biotransformacion.

A lo largo de diversos estudios se ha llegado a la conclusion de que para que
una reaccion de biotransformacion logre un resultado exitoso, debera cumplir con
algunos requisitos que aunque no son absolutos o generales, si son necesarios y en
este sentido aun se debe investigar, ya que es sabido que el cambio de algunas
variables dentro de un mismo tipo de reaccién, puede aportar productos con
caracteristicas muy diferentes. Asi, dentro de ias condiciones que se deben satisfacer
estan:

< Sustrato:

Llamese asi al compuesto quimico que se desea transformar, el sustrato y et
biocatalizador deberan estar en contacto entre si, para lo cual el sustrato debera ser
soluble en el medio en que se trabaja, este puede ser acuoso u organico y en algunos
casos se han utilizado cosolventes y hasta disolventes inmiscibles o sea en sistemas
bifasicos donde se dice que la biotransformacion se realiza en !a interfase. El hecho
de trabajar con células completas, implica que las enzimas que realizan la
biotransformacion. Pueden encontrarse en el interior de la célula por lo cual el sustrato
debera atravezar la membrana celular, o bien que estas enzimas puedan encontrarse
en las paredes extracelulares o ser liberadas al medio de reaccion. De cualquier forma
el contacto entre el sustrato y las enzimas debera lievarse a efecto.”

< Temperatura y pH.

Las reacciones de biotransformacion se realizan bajo condiciones suaves de
reaccion esto es a temperaturas por debajo de los 40 ° C y un pH cercano al neutro ya
que casi todos los seres vivos normalmente crecen y se reproducen en estas
condiciones, ademas de una agitacion orbital continua y presién normal.
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< Disolventes:

Como se ha mencionado anteriormente, el biocatalizador debera estar en contacto
con el sustrato por lo que generalmente se utilizan medios acuosos de reaccion
aunque se ha descrito el uso de muchos disolventes organicos. Los disolventes mas
utilizados son la dimetil formamida, etanol, dioxano, metanol, acetona, cloroformo,
acetato de etilo, dimetil sulfoxido. £} disolvente no necesariamente debe ser miscible
con agua.

o Biocatalizador:

La parte de los seres vivos llamados enzimas, son las responsables de
transformar un compuesto A al producto B. Existe una gran cantidad de enzimas que
realizan reacciones muy diversas y especificas, una serie de las enzimas mas
utilizadas en sintesis organica se presenta en {a tabla 1.
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ENZIMAS COMUNMENTE USADAS EN SINTESIS ORGANICA

No requieren
cofactores

No requieren la adicion de
cofactores
poseen los cofactores
necesarios

Requieren cofactores

1) Enzimas Hidroliticas:

1) Flavoenzimas:

1) Quinaszs-ATP

Esterasas Glucosa Oxidasa 2) Oxidoreductasas-
NAD(P)(H)
Lipasas Amino acido oxidasas
Amidasas Diaforasa 3) Metil transferasas-SAM

Fosforilasas

2) Piridoxal fosfato enzimas:

Epoxido Hidrasas

Transaminasas

4) CoA-requieren enzimas

Nucleoésido Fosforilasa Tirosinasa
SAM Sintetasa &-Aminolevulinata 5) Sutfuriliasas-PAPS
Dihidratasa

Cistationina sintetasa

2) Isomerasas y Liasas:

3) Metaloenzimas:

Glucosa isomerasa

Galactosa oxidasa

Aspartasa ____Monooxigenasas
Fenilalanina amonio Dioxigenasas
liasa B
Fumarasa Peroxidasas

Cianohidrina sintetasa

Hidrogenasas

3) Aldolasas

Enoato reductasas

Aidolasas

Carboxilasas

4) Glicosil tranferasas

Nitrilo hidrasa

4) Tiamin pirofosfato
enzimas dependientes:

5) Glicosidasas

Transquelotasas

Decarboxilasas

6) Oxinitilasa

SO0 SO SR U

«_+_,. e

5) Otras

SAH Hidrolasa

B—12 Enzimas dependientes

__PQQ(Metoxatin) enzimas

Tabla 1 ®
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2.2.3 Ventajas y desventajas de las biotransformaciones.

debe a que tienen ciertas ventajas sobre la sintesis organica tradicional.™

E! impacto que han tenido las biotransformaciones en la sintes;s or?énica se
101

Ventajas

El poder catalitico de las enzimas es impresionante, estas incrementan la
velocidad de las reacciones quimicas de 10% a 10%° veces.

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

Las enzimas acthan bajo condiciones suaves de reaccion, en un intervalo de
pH de 5-8 a una temperatura de 20-30° C. Se ha encontrado que esto minimiza
las reacciones de descomposicidn, isomerizacion, o racemizacion que se
presentan en la sintesis organica tradicional.

Las enzimas actoan en muy diferentes tipos de reacciones quimicas y
posiblemente existe una bio-reaccion por cada reacciéon utilizada en sintesis
organica.

LLos biocatalizadores son quimioselectivos, por lo que actaan sobre un solo
grupo funcional.

Los biocatalizadores son regioselectivos ya que pueden distinguir entre dos
grupos funcionales en ia molécula del sustrato. También pueden ser
diastereoselectivos.

Los biocatalizadores son enantioselectivos, cuando se tiene un centro quiral en
un sustrato sintetiza excesos enantiomericos de hasta 99.9% del enantiomero
requerido, evitando asi la resolucion del producto.

El costo econdmico y ecoldgico al utilizar biocatalizadores es menor que si se
utilizara sintesis tradicional organica.

Desventajas

Las condiciones en las que se trabaja este tipo de reacciones normalmente
deben de ser “suaves”, esto para no desnaturalizar las proteinas que actuan
como reactivos. Pero existen las extremozimas, que pueden biocatalizar
reacciones en condiciones de pH extremas o de salinidades o temperaturas
altas, aunque estas reacciones han sido muy poco investigadas.

Se trabaja en el sistema de prueba y error por ser la biocatalisis una técnica
que necesita de mucha investigacion, ya que la estructura de¢ los “reactivos
biolégicos” no se conoce.

Al trabajar con todo tipo de seres vivos, la purificacion del producto a veces no
puede ser tan facil utilizando solo técnicas de purificacion de sintesis organica
tradicional.

La utilizacidon de enzimas puras.
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2.3 Enzimas

La mayoria de las reacciones realizadas con seres vivos no ocurririan a
velocidad apreciable sin catalisis. Los catalizadores de las reacciones biologicas son
proteinas llamadas enzimas.

Cada organismo produce una gran variedad de enzimas y el organismo las
produce porque estan involucradas en reacciones metabolicas. Existen
microorganismos que producen enzimas en grandes cantidades y en lugar de
mantenerlas dentro de la célula las excretan al medio. Por lo regular las enzimas
extracelulares son capaces de digerir o degradar materiales insolubles transportando
los productos de la digestion dentro de la célula, en donde son utilizados como
nutrientes para el crecimiento de la misma.

En la actualidad se utilizan las enzimas extracelulares en las industrias
alimentaria, farmaceéutica y textil y se producen en gran cantidad mediante biosintesis
microbiana. Comercialmente se producen enzimas procedentes de bacterias vy
hongos. Generalmente las enzimas se producen en pequenas cantidades durante la
fase activa de crecimiento y en la fase estacionaria de crecimiento.

Existe un numero infinito de enzimas y hasta la actualidad se han clasificado en
6 grupos especificos y la nomenclatura que se les asigna les denomina el nombre
segun el sustrato al que se unen o segun la reaccion que catalizan adicionando la
terminacién —asa.

2.3.1 Clasificacion de las enzimas.

1.- Oxidorreductasas.

Participan en reacciones de oxido-reduccion de todos los tipos y son dependientes de
cofactores, reduccion de aldehidos, cetonas. epoxidacion, oxidacion Baeyer-Villiger,
hidroxilaciones, etc.

2.- Transferasas.

Estas enzimas participan en reacciones que implica la transferencia de un grupo
intacto de atomos de una molécula dadora a otra aceptora, como por ejemplo la
transferencia glicosilica.

3.- Hidrolasas.

En este tipo de reacciones se presentan rupturas hidroliticas de enlaces quimicos
tales como C-O, C-N, C-C, las reacciones pueden presentarse en la formacion o
hidrélisis de ésteres, en aminalisis, o hidrolisis de amidas, epoxidos, haldgenos, o de
fosfatos, ademas de glicosilaciones y sintesis de péptidos.

4.- Liasas.
Participan en reacciones que implican la ruptura de C-O, C-N, C-C. y otros enlaces

por otros enlaces diferentes a la hidrolisis u oxidacion, formacién de cianohidrinas,
aciloinas y reacciones aldolicas.
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5.- Isomerasas.

Este tipo de reacciones que implican cualquier tipo de isomerizacion, tales
como racemizacion, epimerizacion e isomerizacién cis-trans, rearreglos tipo Claissen,
isomerizacion de carbohidratos, racemizacion y copolimerizacion.

6.- Ligasas

Participan en reacciones que implican la formacion de un producto mediante la
condensacion de dos moléculas diferentes acopladas a la ruptura de una unién
pirofosforica del ATP.

ENZIMAS DE USO FRECUENTE EN BIOCATALISIS

o1 hpasas

B 2 esterasas

(2 3 proteasas

& 4 ntrilasas

0O S ndrolasas

2316 oxidoreductasas

7 enzimas aisladas
B B8 oxigenasas
: 9 lasas.transferasas e

iIsomerasas

Fig.3 92 Yso de enzimas en biocatalisis

2.3.2 Mecanismos enzimaticos.

Como ya se menciono, las enzimas son proteinas con capacidades especificas
dentro de los seres vivos para que estos mantengan sus funciones.

La importancia en las biotransformaciones son las reacciones in vitro que
pueden realizar las enzimas con sustratos quimicos.
Hasta el presente se conoce solo superficiaimente, en algunas enzimas, la forma en la
que realizan estas reacciones. '

Los mecanismos de reaccion de las enzimas en las reacciones de
biotransformacion aun no se han explicado en su totalidad. Solo se han explicado
mecanismos enzimaticos de algunas reacciones metabolicas. Existen por lo menos 21
diferentes hipbtesisza de cémo una enzima cataliza una reaccion, aqui solo
mencionaremos dos que son muy imponantes.



UNAM-FACULTAD DE QUIMICA ANTECEDENTLS

2.3.2.1 Teoria llave-cerradura

El descubrimiento de Emil Fischer en 1894 en donde las enzimas glucoliticas
pueden distinguir entre los azicares esteroisomeros, condujo a la formulacion de su
hipotesis de la cerradura y |a llave. “ la especificidad de una enzima (la cerradura) por
su sustrato (la llave) procede de sus formas complementarias geométricamente”. Esto
es que la forma geometrica resultante de la estereoquimica de la parte reccionante del
sustrato, deberia encajar en una cavidad de forma similar presente en la enzima.

Esta teoria supone que las enzimas solo podian catalizar las reacciones
quimicas de las vias metabdlicas en las que estaban involucradas y en las que se
presentaba siempre el mismo tipo de sustrato.

2.3.2.2 Teoria complejo-sustrato

Esta teoria es la mas conocida y aceptada en la actualidad. Esta relacionada
con la estructura tridimensional de la molécula enzimatica, ya que 1a enzima se
combina temporalmente con el reactivo o sustrato formando, un complejo. A medida
que la reaccion procede, el producto se libera y la enzima vuelve a su estado original.

TEORIA DE COMPLEJO SUSTRATO
E+S——* E-S > E+P

E= enzima S=sustrato P= producto

Fig. 4 (5b) Teoria de complejo sustrato

Las enzimas son generalmente mucho mas grandes que el sustrato. Hasta la
actualidad solo se conoce que se forma el complejo enzima—sustrato mediante
interacciones dipolo-dipolo, puentes de hidrogeno, enlaces covalentes, fuerzas de Van
der Waals e interacciones hidrofobicas. Sin embargo, aiun no se explica como se
forma y se libera el producto. E! sitio donde se une el sustrato a la enzima se
denomina sitio activo.

Para catalizar una reaccion siguiendo el mecanismo de complejo-sustrato se
propone que la enzima debe hacer dos cosas:

1.- Unirse al sustrato correcto.
2.- Situar el sustrato en el centro activo.

La union del sustrato a la enzima que produce el complejo citado. se realiza de
tal manera que forma enlaces especificos entre el sustrato y la enzima. Esto conduce
a una reduccion de la energia de activacion lo que da por resultado la consiguiente
conversion del sustrato en producto.
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2.4 Saccharomyces cerevisiae.
2.4.1 Generalidades."

tos hongos de Saccharomyces cerevisiae son células eucariotas mejor
conocidas como levaduras. Estos son los microorganismos mas utilizados en la
industria. Las células de levadura se utiiizan en la fabricacion de pan y como
complemento alimenticio. La fermentacién a gran escala por la levadura es la
responsable de la produccion de alcohol empleado para fines comerciales. No
obstante, se le conoce mejor en la elaboraciéon de cerveza, licores y vinos.'®

En los ultimos 40 afos los cientificos han puesto interés en las levaduras para
utilizarse como reactivo en la sintesis de productos quimicos mediante
biotransformaciones, utilizandolas como células completas o mas especificamente
utilizando alguna de sus enzimas aisladas ya reconocidas y estudiadas.

A continuacion se muestra los usos industriales de la levadura y productos que
de ella se obtienen:

Produccion de células de levadura
* Levadura de panaderia para produccion de pan
+ Levadura desecada como suplemento alimenticio
s Levadura desecada para alimento de animales
Productos de la levadura
o Extracto de levaduras para medios de cuitivo
« Vitaminas B, Vitamina D
» Enzimas para la industria alimentaria; invertasa, galactidasa etc. y
biotransformaciones
e Productos para la investigacion bioquimica; ATP, NAD', RNA
Productos de la fermentacion de la levadura
Etano! para alcohol industrial
Glicerol
Bebidas alcoholicas
Cerveza
Vino
idas destiladas.
Whisky
Brandy
Vodka
Ron

Be

o 0o 06 0T 0o 00 00

e




UNAM-FACULTAD DE QUIMICA ANTECEDENTES

2.41 Saccharomyces cerevisiae como biocatalizador.

La gran diversidad de reacciones que se pueden obtener mediante
biotransformaciones con esta levadura, han hecho de ella un biocatalizador muy
versatil, asi se encuentra que puede realizar reacciones de reduccién de grupos
carbonilo, reduccion de enlaces carbono-carbono, sintesis de heterociclos, hidrélisis
de ésteres, reduccidén de grupos nitro y otros tipos de reacciones como ciclizaciones;
ademas es econdmica y facil de obtener ya que no necesita factores de crecimiento
muy complejos.”

A continuacion se muestran dos graficos de reacciones que realiza
Saccharomyces cerevisiae, especificando que el primer grafico es obtenido de manera
personal (afio 2000) en la revision bibliografica realizada para esta tes’'s y el segundo
grafico es obtenido de una revision de articulos publicados sobre transformacién de
grupos 1fftsmcionales por S. cerevisiae hecha por Servi,S. (1990) 5 y Csuk Glazner
(1991).

Como se puede observar la tendencia de reacciones que se llevan a cabo por
el biocatalizador no tiene un cambio considerable.

Reacciones que se llevan a cabo con
Saccharomyces cerevisiae segun revision

bibliografica
01 Reducciones (16)
-2 Formacion de C-C (1)
as Hidrélisis (3)
4

Oxidaciones (1)
05 cichzaciones 5)

() = al numero de articulos

Fig.5 U7 Reacciones realizadas por fevaduras

-
W
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Saccharomyces cerevisiae en las biotransformaciones segun
referencia bibliografica

@1 Reduccion de carbonilos

02 Reduccion de dobles ligaduras C=C
O 3 Hidroksis de éstereres

04 Formacion de enlaces C=C

@5 otros

Cicli lones

Fig.6 (163) peacciones que realiza Saccharomyces cerevisiae

Las reacciones en las que mas frecuentemente se ha utilizado Saccharomyces
cerevisiae biotransformando un sustrato, es en la obtencién de alcoholes mediante la
reduccion de grupos carbonilo.

La reaccidn tradicional que se ha realizado desde tiempos remotos, es el
proceso de fermentacion mediante glucosa y S. cerevisiae para obtener etanol.

CeH1206 + S. CEREVISIAE —_— 2C,HsOH + 2CO;

2.4.2 Reacciones de ciclizacion con levaduras.

Como se ha mencionado el biocatalizador Saccharomyces cerevisiae es
empleado de manera considerable en reacciones de reduccion. Sin embargo. en la
presente investigacion se utilizd para una reaccion de ciclizacion que es poco comun
para este biocatalizador y que respalda su versatilidad en otro tipo de reacciones.

A continuacién se describen algunos de los repories descritos en la literatura donde se
realizan ciclizaciones y que sirvieron de referencia para realizar este traoajo:
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2.4.3.1 Sintesis de Imidazoles fusionados con Quinazolinas mediante una doble
ciclizacion con levaduras Baker. 18

El precursor N-alilcarbamoylantranilonitrilo (3) es preparado mediante la
reaccion de antranitrilos (1) con isocianato de alilo (2).

La formaciéon de la imidazoquinazolina (5) se realiza mediante una doble
ciclizacién via el intermediario (4) y posterior utilizacion de la levadura. Este
mecanismo se observéd al realizar un control en el tiempo de incubacidon con la
levadura, donde la obtencion de (5) y (4) al primer dia de incubacion fue de 20% y
75% respectivamente, después de 60 horas de incubacion la formaciéon de ambos fue
en cantidades equivalentes y en el quinto dia la formacion de (5) fue del 70% y de (4)
del 20%.

REACCION

CN
X T e
NHR .
(2) l L
(1)

H.C
Sen iii

H | CN
n—CH2 -—
P NR———ﬁ——u—CH’CH.—-—cH‘
K ° iv o (3
4y \ /

2

i)CH,C1,.25-28°C.3hr(B5-96%)

ii) levaduras baker EtOH butfer

de fosfato (pH 7.2),37°C .5 dias

iit) EtOH75-78°C .8hr(60-67 %)

iv) levaduras baker EtOH buffer de fosfatos (pH 7 2). 66-68% /4 dias
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2.4.3.2 Eficiente ciclizacion enzimatica de 2-(carbamoiloxi) y 2-(sulfamoiloxi)-
benzonitrilos por levaduras Baker estimuladas mediante ultrasonido.

En el trabajo realizado por A. Kamal se demostré el uso de Saccharomyces
cerevisiae en las ciclizaciones enzimaticas de 2-carbamoiloxi, 2-sulfamoiloxi y 2-
ureidibenzonitrilos.

La aportacién de esta ciclizacion enzimatica muestra la activacion de las células
mediante ultrasonido, que segun los autores facilita las reacciones de este tipo de
ciclizaciéon en donde el 0-sulfamoylbenzonitrito (3) y las 2-benzonitril ureas (4c-e) se
obtienen con buenos rendimientos.

REACCION

A c:R=H
d: R=CH,
A A e R=C5H5
NH
l’?lH

x~ Y

(5a-e)

A= CSI1725-28°/CH,CI, C= CSI/100-105°C/Tolueno A = Levaduras Baker

B= H,0 D=CCl/25-28°C/CH,Cl,

CSI= Clorosulfonilisocianato
CCl=Clorocarbonilisocianato
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2.4.3.32I§educci6n y ciclizacion de o-nitrocinamaldehidos en NaOH y levaduras
Baker.

La reduccién de nitroalquenos con levaduras Baker en el doble enlace carbono-
carbono, aporta los correspondientes nitroailcanos. Sin embargo, también el grupo
nitro, en el caso de (Z)-3- nitropropenonitrilos, es reducido y ciclizado para dar los
isoxazoles correspondientes.

Se ha encontrado que la reduccion de nitroarenos puede realizarse en solucion
de NaOH para dar las correspondientes anilinas con excelentes rendimientos y con
una alta selectividad cuando se encuentran presentes grupos carbonilo y/o otros
sustituyentes labiles.

También el uso del sisterna de levaduras Baker - Hidroxido de sodio se ha
aplicado en ta reduccion de una serie de o-nitrocinamaldehidos. En este trabajo se
describe que el sistema es un procedimiento selectivo en ia preparacion de quinolinas
y otros N-Oxidos. El compuesto 2- Nitrocinamaldehido con levaduras Baker y NaOH
producen la quinolina con un 91% de rendimiento. La reduccion al o-
amonocinamaldehido y la formacion del alcohol no es observada.

La reduccién de 1 a 3 procede mediante la formacién de un intermediario N-
oxido (2).

it P
X X
RNNR LEVADURAS BAKER A =
NaOH Y N R Z
Y NO, ) Y N° R
z e z

En resumen se encontro que las levaduras Baker en presencia de NaOH
realizaron una ciclizacion reductiva en o-nitrocinamaldehidos para dar N-Oxidos de
quinolinas .
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2.4.3.4 Novedosa reduccion biocatalitica de aril azidas. Sintesis

quimioenzimatica de los antibiéticos pirrol [2,1-c] [1.4) l‘mnzoﬂiazepina.22

Oftra interesante biociclizacion realizada por las levaduras Baker se describe en
el trabajo de A. Kamal.(1997)

Se trata de la formacion de un anillo de diez miembros a parir de uno de siete
resultante de la unién enzimatica de las levaduras en un proceso de reduccion azido-
reductivo:

REACCION
N, CO,ME N "
Saccharomyces cerevisiae R1
o
N Buffer de fosfatos N
o pH=7.2 R2 I
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2.5 Talidomida 23-24:25.26.27
25.1 Generalidades

La talidomida, quimicamente denominada 2-(2,6-dioxo-3-piperidil)isoindolin-1,3-
diona, es un farmaco muy conocido por sus efectos teratogénicos.

Como se observa en su estructura (ver figura 7)., esta posee un grupo
succinimidilo y un H acido en el unico centro estereogénico haciendo que el farmaco
se racemice .

En 1991 se reportd que la talidomida es un inhibidor selectivo del tumor de
necrosis factor-a y en recientes investigaciones se ha comprobado que este farmaco
con la estructura de la figura 7 es un buen antiinflamatorio, utilizado en el tratamiento
de diversas enfermedades y particularmente de cancer en la piel, lepra y lesiones del
esofago de pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

Se tienen teorias de coémo podria actuar la talidomida en las diferentes
enfermedades en donde se utiliza, mas no se han comprobado.

Fig. 7 Estructura de talidomida

2.5.2 Usos y Propiedades

e Tratamiento de eritema nodosum leprosum (ENL), es una manifestacion de la
lepra y el farmaco desvanece los nodulos formados en la piel.

e Poderoso antinflamatorio en este caso inhibe {a produccion de a-TNF ( factor
alfa del tumor de necrosis citosina) que es un potente estimulador de
inflamacion.

e Agente anticancerigeno que es utilizado en el tratamiento de ulceras en la
garganta en pacientes con ViH.

e Se sintetiza la mezcla racémica, al separar los 2 isomeros y probar su
actividad biologica se comprob6é que solo uno el (-)- S es teratogénico.

e Los enantidmeros de la talidomida son compuestos inestables ya que en su
centro quiral poseen un hidrégeno acido que facimente se intercambia,
haciendo dificil la resolucion de la mezcla.
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3.0 DISCUSION DE LOS ANTECEDENTES

En los ultimos afios |a preocupacidn por no contaminar mas el medio ambiente,
ha generado el descubrimiento y uso de nuevas herramientas en la investigacion para
obtener alimentos, farmacos y sustancias quimicas en general. Esto en beneficio
beneficio de la sociedad sin dafar demasiado el medio ambiente.Es por esto que en la
obtencién de farmacos surge una ruta alternativa de sintesis que comprende la
llamada biotransformacion o biocatalisis y donde utilizamos como “reactivos” enzimas
provenientes de nuestro entorno ya sea de células vegetaies, animales o
microorganismos.

La Food and Drugs Administration (FDA) aprobé el uso de la talidomida
debido a la gran importancia que representa en el tratamiento de muchos
padecimientos diferentes para los que fue creada en los afios 60's. De ahi la
importancia generada en la obtencion y donde el aprovechamiento de las técnicas de
biocatalisis pueden ser aplicadas.

Dentro de estos esgquemas biosintéticos aplicados el farmaco se obtuvo
mediante una biotransformacion que es una ruta donde se utilizan condiciones
suaves de reaccion utilizando para ello las células de Saccharomyces cerevisiae
como biocatalizador. Siendo este biocatalizador de un costo muy bajo, facil de
manipular y que no necesita medios sofisticados para crecer, representa una
alternativa en la sintesis de talidomida.

Por otra parte se obtiene una reaccion muy limpia sin subproductos donde la
materia prima que no fue transformada se recupera. Aunque el tiempo de
investigacion no fue suficiente para mejorar rendimientos, el costo de la reaccién al
no contaminar el medio ambiente debido a la biocompatibilidad del catalizador es muy
bueno.
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4.0 OBJETIVOS

4.1 Objetivos Generales.
La investigacion realizada en el presente trabajo se enfoca a la obtencién de
sistemas biologicos vegetales y a la \utilizacion de estos para realizar

biotransformaciones en la obtencion de farmacos.
Asi como la sintesis de sustratos sintéticos por medio de sintesis organica tradicional

BIOTRANSFORMACION

SUSTRATO —_— PRODUCTO

4.2 Objetivos Especificos.

» Sintetizar el sustrato (N-ftaloil-L-glutamina ) a partir de N-etoxica:bonilftalimida y
caracterizar ambos intermediarios .

* Realizar la biotransformacion del sustrato N-ftaloil-L-glutamina para obtener
talidomida.

= Obtener las variables éptimas de 1a biotransformacion.

e Determinar la importancia e influencia de estas variables en el rendimiento y
pureza del producto.

O HO
=0 X
N H BIOTRANSFORMACION N
1 1
N—(3 o
3/
© o
H,N
2 TALIDOMIDA

N-FTALOIL-L-GLUTAMINA
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5.0 RESULTADOS

Analisis retrosintético descrito>®

A continuacion se muestra el esquema retrosintético y el paso de la
biotransformacion para obtener la Talidomida 3.

HO
(o] [e) o
n BIOCICLIZACION
N o C— —> N
le) (o] (o]
H,N

3
2
5 .
o (o]
NH @NAO/\
o o
1

5.1 Sintesis de N-Carboetoxiftalimida 1
(1.3-dioxo-1.3-dihidroisoindol-2-carboxilato de etilo).?°

Se sabe que las imidas que poseen un hidrogeno en el atomo de nitrogeno
pueden reaccionar con una base para producir el correspondiente anion, de esta
manera la ftalimida facilmente asequible, en presencia de trietil amina puede realizar
la sustitucion del cloro en el cloroformiato de etilo para dar el producto 1. Esta
reaccion es la utilizada en la sintesis de Gabriel*° para la obtencion de aminas.
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La carboetoxiftalimida se sintetizd partiendo de ftalimida y cloroformiato de etiio
en presencia de trietilamina y dimetilformamida como disolvente. El producto crudo
obtenido, directamente se cristaliza de etanol o isopropanol.

Reaccion de Sintesis de 1

fo) 0
4 HO 5 ©
o Cloroformiato t=thr, 5-10°
Ftalimida de etilo t=1hr, TA 1
N-etoxicarbonilftalimida

5.1.1 Caracterizacion de N-Etoxicarbonil-ftalimida 1

El producto 1 después de purificado y cuantificado, fue caracterizado a través
de las diferentes técnicas espectroscopicas como son infrarrojo, resonancia magnética
nuclear y espectrometria de masas.

La caracterizacion se realizé6 mediante la comparacion de los valores obtenidos
en los espectros de la literatura con los obtenidos de manera experimental . Siendo
los resuitados congruentes con la estructura de la muestra.

Con la finalidad de obtener una cantidad razonable del compuesto 1. la
reaccion fue repetida en varias ocasiones. A continuacion se describen los resultados

experimentales de esas reacciones y se comparan contra los datos descritos en la
literatura.

% % ] PUNTODE PUNTODE !
FUSION (°C) FUSION (°C )

COMPUESTO | RENDIMIENTO | RENDIMIENTO
REPORT&Qina EXPERIMENTAL ! REPORTADO" | EXPERIMENTAL ;

T ae 7679
62 i 78-81 ‘
1 86 7 80 78.80
[ 80 1 80-81 !

Tabla 2
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tIR(cm™) Grupo Funcional Estructura de 1
KBr/Pastilla
C=0 en 1810

y en 1768 >~ _/
C=0en 1719 o~ N‘{
C-O-Cen 1178 »1(

3095, 1603.748 =
C-Cen1392 | -CH;
C-H en 2969
C-Hen 2998 -CH2
C-C en 1469

Tabla 3. Espectroscopia de IR del compuesto 1 °'°

Espectroscopia de RMN'H de 1

El espectro de RMN'H presenta las sefales caracteristicas para el grupo etiloxi
esto es, en 1.4 ppm el triplete que por acoplamiento con el metileno da el metilo, quien
a su vez presenta el cuarteto en 4.5 ppm. Por otra parte, las sefales propias de los
protones aromaticos aparecen en 7.8 y 8,0 ppm para los protones meta y orto
respectivamente.

Espectrometria de Masas de 1.
La masa molecular del compuesto queda establecida por la senal de relacion

+
m/z: M = 219, que concuerda con la masa molecular de 1, el pico base de este
patron de fragmentacion aparece a una relacion m/z = 174.

5.2 Sintesis de N-ftaloil-L-glutamina 2
Acido 4-carbamoil-2-(1,3-dioxo-1.3-dihidro-iscindol- 2-ilbutirico. 2%*

La reaccién de sintesis para la obtencion de 2 se realiza utilizando 1a N-
Etoxicarbonil-ftalimida 1 anteriormente preparado y L-glutamina en solucion de
carbonato de sodio. Cabe mencionar que la utilizaciéon de la glutamina quiral en el
carbono 2 no es necesaria, ya que el producto de la biociclizacion posterior sera
racémico, esto debido a la naturaleza acida del proton de esa posicion cuando se ha
formado la talidomida.
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Reaccion de Sintesis de 2

o}
HO HO, o
1) Na,CO/H,O o
N\n/o\/ + HN=CH 2) HaeN
o
o
HN

o (o}

1 G 2 N
N-Etoxicarbonilftalimida L-Glutamina N-Ftaloil-L-giutarmina

5.2.1 Caracterizacion de N-Ftaloil-L-Glutamina 2

La caracterizacion de 2 se llevo a cabo de la misma forma que 1 mediante la
comparacion de sus propiedades con las descritas en la literatura.

A continuacién se muestran los valores obtenidos en la cuantificacion y
caracterizacion del compuesto 2, después de realizar varias experiencias. En los que
se obtuvieron los mejores resultados en % de rendimiento y pureza.

%) %) ; Pungo DE Pungo DE
RENDIMIENTO | RENDIMIENTO ' FUSION (*C) FUSION (°C )
COMPUESTO REPORTADO 28° | EXPERIMENTAL | RepoRTADOZEC | EXFERIMENTAL
2 67 |4 . 169-171 172178
= .58 . 69 170-173
T 169-172
Tabla 4
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IR(cm’") KBr/Pastilla | Grupo Funcional
0O-H en 3000-2500 -COOH Estructura de 2
C=0Oen 1771
C-H en 2998 -CH;
C=0 en 1651 o
N-H en 3332 y A,
3276
3030, 1601,958, cx OH
717,746
C=0 en 1771 o o]
C-N en 1710 \ NH,
/ (o]
o
C-C en 2940 -CH
C-H en 1394
3

Tabla 5 Espectroscopia de IR del compuesto 2

(5, ppm) Senales
2.5 m,4H, —-CH2
4.8 m, H, -CH
6.6 s, H, -NH2
7.2 s.H. -NH2 |
7.9 m, 4H, Aromatico
13.0 ! s,1H, -OH

Tabla 6 Espectroscopia de RMN'H del compuesto 2

Espectrometria de Masas 2

Se observd que la relacion m/z del ion molecular M* = 276 ccrresponde a la
masa molecular del compuesto, su pico base de relacion m/z = 173 corresponde a la
masa molecular de la N-vinil ftalimida resultante de la pérdida-reacomodo de la parte
glutaminica.
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La caracterizacion inicial de este compuesto se realizé por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion (HPLC). Obteniendo el siguiente cromatograma
representativo.

Tiempo de retencién je 2

T
-\t
)
-4

) ]
;o8

5] o

T 5
JE

5.3 Obtencion de talidomida 3

5.3.1 Ensayos para obtener talidomida

Como se menciond anteriormente en la obtencion de la talidomida 3 se realizd
una biociclizacion, en la que se utilizé como “reactivo” biolégico a los hongos
denominados Saccharomyces cerevisiae. El sustrato utilizado fue la N-ftaloil-L-
glutamina 2 . Sintetizado segun lo descrito anteriormente.

Se realizaron airededor de 60 reacciones de biotransformacion, esto con la
finalidad de lograr las oOptimas condiciones en las que se obtuviera el mejor
rendimiento del producto deseado, la talidomida 3.
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RESULTADOS

A continuacion se muestra una tabla con las condiciones de reaccion mas
representativas que se realizaron en este trabajo.

No. de CANJ:EDAD CAN;'IEDAD T&grgg&e BIOTRANSFORMACION
REACCION | tevaduras | susTRATO| TIPO |pisoLvenTe (dias)
(9) (mg) o
1 1.0 30 libres H20 6 X
Baker
—3 1.0 50 libres H,0 6 X
Baker
3 50 30 libres Buffer pH=7 4 4 X
Baker o
4 10 Baker 100 inmovilizadas | Butfer pH=7 4 6 a
5 11.0 100 T 5 X
levadura libres Buffer pH=7 4
casera |
6 10 100 5 X
levadura libres H20
casera
7 10 Baker 50 libres Buffer pH=7 4 4 W
8 10 Baker 100 libres Bufter pH=5.4 4 Wl
9 10 Baker 100 libres Buffer pH=7 4 6 Qa
10 10 Baker 200 | libres Buffer pH=7 4 2 R ]
11 10 Baker 150 libres Butfer pH=7 4 2 X
12 10 Baker 100 libres Butfer pH=5 4 2 ) 7
13 10 Baker 100 libres Butter pH=5 4 6 "] !
14 1 Baker 100 libres Butfer pH=7 4 10 X :
15 | 5Baker | 100 | libres |BufferpH=74] 6 W :
16 1Baker | 100 libres | Buffer pH=5 4 10 W
17 S5Baker . 300 | libres_ | Buffer pH=7 4 8 wQa
18 5 Baker i 300 | inmowilizadas | Buffer pH= ‘—7“4 '* 8 J [ i
19 |10 Baker | 250 libres _ | Buffer pH=7 4 4 Qa._
20| 5Baker , 50  |mmowizadas| H,O0 | 4 |
21 |10 Baker; 100 libres _ |BufferpH=56 | 10 W )
22 110Baker 100 | libres IBuﬁer pH=74 | 10 W
23 10 Baker , 100 o li_b_res B " Buffer pH= 74 T 2 i -Mﬁ
| 24 110Baker 100 | libres _ [Butier p<7a | a_
25 10Baker. 100 ' libres | Buffer pri=7 4 |
26 | 10Baker: 100 | iibres | Bufier pH<56 |
27 T10Baker: 100 | libres |Buffer pR=56 |
Tabla 7
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Todas las reacciones anteriores se incubaron mediante agitacién orbital a 120
r.p.m. y temperatura ambiente.

La reaccion marcada con la entrada 5 de la tabta 7, se sometio a un tratamiento

de activacion de las células mediante ultrasonido'®® antes de colocarlas en el medio
de reaccion.

5.3.2 Condiciones de reaccion

Con la finalidad de obtener los mejores resultados como ya se ha mencionado, se
combinaron una serie de variables que son fundamentales para las bioconversiones,
en este sentido de entre las mas importantes encontramos:

< pH

< Tiempo de reacciéon

< Concentracion de Saccharomyces cerevisiae
<+ Concentracion de sustrato

Con la cuantificacion de varias biotransformaciones en las que se cambiaron los
valores de las diferentes variables, se logro el desarrollo del método general
mencionado para realizar una biotransformacion.

5.3.2.1 pH

Manteniendo constantes: tiempo de incubacion, concentracion de levaduras,
concentracion de sustrato y variando el pH, se tienen los siguientes resuitados:

No. de T pH % RENDIMIENTO i
| REACCION | e
2 5.6 3099
22 | 74 i710

Tabla 8

En las reacciones anteriores se colocaron 10g de levaduras, 100mg de sustrato
durante 10 dias de reaccion y se varié el pH utilizando una solucion reguladora de

fosfatos 0. 1M con un pH = 7.4 32a y una solucién reguladora de citratos 0.1M*%® con
unpH =56.
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5.3.2.2. Tiempo de incubacion

Manteniendo constantes las variables de pH, concentracion de células y
concentracion de sustrato. Se vario el tiempo de reaccion entre 2, 4, 6, 8 y 10 dias.
Obteniendo los siguientes mejores resultados:

TIEMPO DE %
No. de REACCION RENDIMIENTO

REACCION (DiAS)

23 2 1.0689

24 4 1.0689

25 10 14.9652

26 2 13,8957

27 4 3.2068

21 10 30.99

Tabla 9

Las condiciones de reaccion para las reacciones marcadas con los nimeros 23,
24 y 25 son: Levaduras 10g, sustrato 2 (100 mg). pH =7.4 .
Para 26,2 7 y 21: Levaduras 10g, sustrato 2 (100mg). pH = 5.6.

Con los resultados de las reacciones anteriores se obtiene la siguiente grafica:

GRAFICA COMPARATIVA DEL % DE RENDIMIENTO
EN FUNCION DEL TIEMPO DE INCUBACION EN LA
OBTENCION DE TALIDOMIDA

2
e 30 -*
§ 20 --e--pHS5.6
(S . —a—pH 7.4
B 10
S
x 0
0 5 10 15

Tiempo (dias)

Fig. 8

w
9
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Se puede observar que los mejores resultados obtenidos en la cuantificacion se
llevan a cabo cuando el tiempo de reaccion es de 10 dias a un pH de 5.6. Esto no
significa que sean las mejores variables dado que no se conoce el mecanismo de
reaccion que estos microorganismos realizan al momento de la biociclizacion.

5.3.2.2 Concentracion de biocatalizador y sustrato

Con respecto a la concentracion del biocatalizador para la reaccién, la cantidad
de levaduras escogida es en funcién de las diferentes pruebas en las que se varia la
cantidad de estas y se comparan los resultados mediante analisis de HPLC. En los
cromatogramas correspondientes de estas pruebas se observan .0s picos mas
definidos. Siguiendo la misma metodologia se definid la cantidad de sustrato. Al final
la relacion observada de biocatalizador/sustrato es de 100 a 1.

(7]
s
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5.3.2.3 Elaboracion de testigos o blancos.
Se realizaron dos experimentos control:

< Blanco 1. La reaccién de biotransformacion sin sustrato 2 , bajo las mismas
condiciones de agitacion, tiempo de reaccion, pH y concentracion de levaduras.

< Btlanco 2: La reaccion de biotransformacion con sustrato 2 . pero sin levaduras
y bajo las mismas condiciones antes mencionadas.

En ninguno de los casos se encontro alguna senal del bioproducto.

buffer de fosfatos pHi=7.4

Blanco1 Saccharomyces cerevisiae — - x
4 dias
O HO
[e}
Blanco 2 N H buffer de fosfatos pH=7.4
; cam X
2 nn
N-ftaloil-L-glutamina

Una vez realizadas la reacciones de biotransformacion, siempre se purificé el
producto aislandolo primeramente mediante centrifugacion y posteriormente
liofilizando la solucion acuosa. Segun lo mencionado anteriormente el residuo fue
analizado por HPLC vy caracterizado mediante las diferentes técnicas
espectroscopicas
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5.3.2.5 Identificaciéon de talidomida mediante HPLC

La técnica en general consiste en la preparacion de los estandares tanto de la
materia prima como del producto puro. Para obtener los tiempos de retencion en las
condiciones de analisis. De esta manera se corrié una muestra del sustrato 2 de
concentracion conocida y una muestra de Talidomida 3 pura comprada
comercialmente para tenerla como referencia.

Condiciones de operacion del equipo:
Columna: C-18 de Fase Reversa.
Eluyente: 70% H20 / 20% MeCN

Flujo = 0.9 ml/min

Deteccion: Lampara UV = 220nm.

Cromatograma de! estandar de 3 :

tg L 4782 Tiempo de retencion de 3
=S : 3
&~

—

Utilizando las mismas condiciones en las que se corrieron las muestras de
referencia de 2 y 3 para identificar sus tiempos de retencion, se corrieron las muestras
obtenidas en las diferentes reacciones de biotransformacion. Solo cambio la
proporcion del eluyente a (80:20).

Obteniendose el siguiente cromatograma representativo .

_—> Tiempo de retencion de 2

R
\ Tiempo de retencion de 3

W
A
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Se observa que los tiempos de retencién de los productos 2 y 3 de referencia y
los de las muestras obtenidas experimentalmente son muy parecidos, no asi el
tamano de los picos. Con referencia a las diferencias en los tiempos de retencién que
se muestran, estos son debidos a que el equipo utilizado no esta automatizado, y la
sensibilizacion de este no es tan grande. El tamafo de los picos se debe a que la
concentracion del estandar y las muestras es diferente.

La comprobacion de la presencia de talidomida en el cromatograma se realizo
mediante una pequefia contaminaciéon o envenenamiento de la muestra analizada
con producto puro, notando el incremento de la sefal asignada en la muestra de
reaccion.

5.3.2.6 Cuantificaciéon y caracterizacion de 3

De entre las reacciones realizadas, se eligi6 una para ser representativa de las
diferentes condiciones de ensayo de la biotransformacion; se determind, identificd y
cuantifico.

% RENDIMIENTO | % RENDIMIENTO | P DE FUSION *C | P DE FUSION °C |
COMPUESTO | REPORTADO??? | EXPERIMENTAL | RgpORTADO?%® | EXPERIMENTAL

3 91 8.6727 74276 271-273
= 10.3854 2 2 272-273
Tabla 10 -
IR(cm )KBt/ Pastilla Grupo Estructurade 3 |

Funcional

C=0en 1709, C-N

E o}
en 1700 } | ° H
C-H en 3096, 730- 1 N—{L_):o
724 o , (I:
CH ! o

C-H en 2896, 1388

5 SO S

1

C-H en 2912 y 1470 CH; i
C=0Oen 1709, C-N g ;
en 1700 NH :

Tabla 11 Espectroscopia de IR del compuesto 3 31€

Y]
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(8, ppm) Sehales
2.9 m, 2H -CH,
2.5-2.7 m, 1H -CH,
21 m, 1H -CH,
5.2 dd,1H -CH
7.9 m, 4H, Aromatico
111 s, 1H, imida

Tabla 12 Espectroscopia de RMN' H det compuesto 3

La espectrometria de masas presenté el ion molecular: M* = 258 y el pico base
m/z =173

5.4 Células inmovilizadas

Generalmente la utilizacidn de células en reacciones de biotransformacion,
suelen utilizarse en dos diferentes ambientes, esto es suspendidas o inmovilizadas.
Las reacciones descritas anteriormente fueron realizadas con células suspendidas.
Sin embargo el estrés producido en las células cuando se encuentran en un sistema
de inmovilizacion, en ocasiones modifica los resultados que se obtienen, de donde se
realizaron varias pruebas-ensayo tratando de obtener mejores resuitados.

En la técnica de inmovilizacidn de células se hace una inclusion de la misma a
un soporte solido oligomérico. Los biocatalizadores se pueden confinar a areas
restringidas en las cuales permanecen cataliticamente activas >

Las células de Saccharomyces cerevisiae fueron inmovilizadas con alginato de
calcio y supendidas en solucion reguladora de fosfatos 0.1M, esto es en las mismas
condiciones de la reaccion general amntes mencionada. En estas condiciones la
purificacion consiste solo en filtrar liofilizar y extraer el bioproducto. Obteniendo por
este meétodo el producto 3 que se caracterizd por las diferentes técnicas

espectroscopicas que se muestran en el anexo de esta tesis y en las condiciones
mostradas en la tabla 6.
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6.0 DISCUSION

La sintesis que se describe, en la que se combina el uso de reactivos quimicos
y biocatalisis, es uno de tantos ejemplos en los que se refleja la utilidad que se puede
dar a las células de organismos vivientes. Si bien es cierto que, aun esta tecnologia
en muchos casos no compite con la sintesis establecidas a nivel industrial, si se pone
de manifiesto tanto la facilidad y limpieza con la que se realiza, como la carencia de
investigacion en esta area. Es facil darse cuenta que, el uso de variables correctas
puede cambiar y mejorar los resultados que se obtienen y en este contexto es que se
realizan una gran cantidad de pruebas sin poder concluir que las descritas sean las
optimas. De hecho una de las variables que no se investigo, radica en el uso de

disolventes organicos, con los que se ha comprobado que en algunos casos los
rendimientos aumentan.

Uno de los problemas encontrados en este trabajo que merecer. ser expuestos
en forma particular son las emulsiones formadas al momento de extraer el material
organico de la solucién acuosa. Ademas de que el filtrado previo se debe realizar a
través de una capa de celita, ya que de otra forma los poros se tapan.

Trabajar con células inmovilizadas facilita la tarea de aislamiento del producto.
Segun lo observado, una vez que se realiza la biotransformacién ya sea en el interior
de la ceélula o mediante las enzimas de la pared celular exterior, el producto se
encuentra en la solucion. El uso de esta técnica no reflejo una mejoria en los
rendimientos. pero si una mejor purificacion del producto.

En general se tiene un campo amplio de investigacion , ya que esta descrito
que con el mismo biocatalizador se pueden tener diferentes reacciones, ain con un
mismo sustrato y tan solo cambiando las variables de reaccion.
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7.0 CONCLUSIONES

Es posible obtener talidomida mediante una reaccion de biotransformacion.

Se demostro que el farmaco objetivo de esta tesis se puede sintetizar mediante
sintesis organica tradicional y catalisis enzimatica.

Se encontraron las condiciones especificas para que los grupos funcionales
carboxilo y amida reaccionen para dar la biociclizacion.
Se encontré que ia N-ftaloil-L-glutamina es reconocida como sustrato por el

sistema presente en Saccharomyces cerevisiae.

LLa reaccidon de biociclizacién que se presenta, amplia las aplicaciones
cataliticas de estas levaduras.

La biotransformacion obtenida es un ejemplo de nuevas rutas sintéticas
“alternativas” para preparar farmacos o productos sintéticos en general.

El sustrato que no es biociclizado, no sufre ningin cambio y se puede
reutilizar.
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8.1 MATERIALES

8.0 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Los puntos de fusién que se presentan fueron obtenidos en un aparato Fisher
Jones, estan dados en grados centigrados (°C) y no estan corregidos.

Los estudios de Espectroscopia se realizaron en el Instituto de Quimica de la
UNAM utilizando los siguientes instrumentos:

HPLC -

Cromatografo de liquidos de alta resolucion (Utilizado para
identificar la N-ftaloil-L-giutamina y el producto de la reaccion de
biotransformacién). Marca Varian 5000, con detector de
Ultravioleta, y columna C,g de fase reversa.

Cromatografo de liquidos de alta resolucion (Utilizado para
cuantificar el producto de biotransformacion). Marca Waters,
Modelo Delta con detector de Ultravioleta de arreglo de diodos.
Waters Modelo 486.

Programa Milienium.

Columna Phenomex, tipo Luna 5 micrones

Fase reversa, C1g de 150x4 .60mm.

En la Espectroscopia de Infrarrojo se utilizaron un
Espectrofotéometro NICOLET FX-SX o un NICOLET 55X, con

celdas de cloruro de sodio o utilizando la técnica de pastilla con
KBr.

40
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RMN

EM

CCF

Los espectros de RMN'H fueron determinados en los equipos
VARIAN GEMINI 200 (200 MHz), UNITY 300 (300 MH2z),
utilizando cloroformo deuterado (CDCL3) como disolvente y
tetrametilsilano como senal de referencia. Los dr:splazamientos
(5), se dan en partes por milién y las constantes de acoplamiento
J, en Hz.

En la Espectrometria de masas se utilizaron los espectrémetros
JEOL JMS-SX-102A (FAB) y JEOL JMS-AX-HA (Ei)

El curso de las reacciones se siguid mediante Cromatografia en
capa Fina en placas de Silica Gel 60 Merck F-254, con indicador
de fluorescencia, utilizando como reveladores una lampara de luz
ultravioleta y/o vapores de yodo.

Centrifuga Beckman Model J2-21

41
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8.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Los compuestos 1 y 2 , se obtuvieron empleando métodos descritos en la
literatura, mediante los siguientes procedimientos.

8.2.1 Obtencion de N-etoxicarbonilftalimida 1

£n un matraz bola de 1000 m! equipado con una trampa de drierita y embudo
de adicion, se colocan 14.5 g (98.63mmol) de ftalimida y se disuelven en 50 ml de
dimetilformamida, se agregan 14 ml de trietilamina y se enfria la mezcla a 5-10° C
manteniendo agitacion constante. Se adicionan 10 mi de cioroformiato de etilo
mediante agitacion vigorosa y se deja durante 45 minutos en estas condiciones.

Se agita por 1 hora mas a temperatura ambiente manteniendo las condiciones
anhidras.

A la solucion amarillo-café se le adiciona 300m! de agua destilada con lo que
se forma un precipitado cristalino. Se filtran al vacio los cristales formados, haciendo
varios lavados con agua destilada y se colocan en el desecador con vacio sobre acido
sulfurico, se decoloran con carbon activado y se recristalizan de etanol al 96 % o con
isopropanol. Rendimiento 96%. El punto de fusion de producto blanco es de 80°C.

8.2.2 Sintesis de N-Ftaloil-L-Glutamina 2

En un vaso de precipitados de 250 ml, se colocan (4.3 , 30 mmol) de L-
glutamina y (3.34g . 31.5mmol) de NaCO3; en 75ml de agua e inmediatamente se
afaden ( 6.58 g .30 mmol) de N-carboetoxiftalimida 1. Se agita fuertemente durante 1
hora y se filtra para remover ia materia prima que no reacciono.

El pH del filtrado se ajusta entre 3-4 con HC| 6N entonces se siembra una
semilla y cristaliza el producto ajustando el pH=1-2, agitando por 1 hora. Se filtra la
solucion y el solido se lava con abundante agua y se seca al vacio a 60° C, < 1mmHg
Rendimiento 67 %, cristales blancos con punto de fusion 169-171°C.

8.2.3 Biotransformacion

La reaccion marcada con el Numero 9 en la tabla 7 es escogida como
representativa de la biotransformacion. En un matraz erlenmeyer de 500 ml se
colocaron 10 g de levaduras Saccharomyces cerevisiae marca Baker (tipo Brewers), y
50 mi de solucion reguladora de fosfatos 0.1M pH=7.4

Esta mezcla se coloco en un agitador orbital a 25°C y 120 rp.m. en la
oscuridad durante 30 minutos (activacion). Se agregaron al cuitivo(100mg 0.362
mmoles) del sustrato 2 disueltos en 2 mi de dioxano
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La biotransformacion se dejo durante 10 dias en el agitador orbital bajo las
mismas condiciones de temperatura y agitacion. Pasado el tiempo de reaccion (10
dias), se centrifugd a 10 000 r.p.m. durante 25 minutos, las fases sdlida y liquida se
secaron y liofilizaron respectivamente y se extranjeron con dioxano, el extracto ya
concentrado se inyecté al cromatografo de HPLC para identificaciéon y cuantificacion
del producto 3 .

8.2.2.1 TESTIGOS

Blanco1: En un matraz de 500 ml se colocaron 10 g de levaduras marca Baker
(tipo Brewers) y 50 ml de solucién reguladora de fosfatos 0.1M pH =7 .4.

Blanco2: En un matraz de 500 ml se colocaron 50ml| de buffer de fosfatos 0.1M
pH = 7.4 y 0.362 mmoles de sustrato 2 .

En ambos casos se agité durante 4 dias en el agitador orbital a 25°C, 120
r.p.m. y se dejé6 los 10 dias de incubacion. Transcurrido el tiempo Je reaccidén se
centrifugo, se liofilizod, se extrajo con dioxano y se analizé por HPLLC.

8.3 Espectroscopia

Todos los espectros de infrarro1jo se corrieron en pastilla de KBr y las bandas de
absorcion estan reportadas en cm’ . La espectroscopia de masas se realizd por
impacto electronico de baja resolucion. La resonancia magnética nuclear de 'H, se
corriéo a 200MHz en CDCl3 y para 3 a 300MHz en DMSO-ds.

Abreviaturas: s = singulete, d = doblete, t = triplete, ¢ = cuarteto m = multiplete.
Los puntos de fusion estan sin corregir.

Compuesto 1 (N-Carboetoxiftalimida): IR (cm") pastilla: 1810, 1798, 1603, 768,
1392, 2969, 718, 2998, 1719. RMN'H(ppm): 1.4 (. 3H). 45 (q. 4H). 7.8 (m2H
aromatico meta), 8.0 (m, 2H aromatico orto). Espectrometria de masas (m/z): M* =

219 y pico base m/z= 174, asi como los siguientes fragmentos, 192, 160, 146, 130,
118, 104, 76.

Compuesto 2 ( N-Ftaloil-L- Glutamina) : IR (cm") pastilla: 3000.2500, 1771,
746, 29998, 1651, 3332, 3276. 1601, 958, 717. 746, 1771, 1710, 2940, 1394.

RMN'H(ppm): 2.5 (m, 4H). 4.8 (m, 1H), 6.6(s. 1H), 7.2 (s. 1H). 7.9 (m. 4H). 13.0 (s.
1H).
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Espectrometria de masas (m/z): M’ = 276 y pico base m/z= 173, asi como los
siguicntes fragmentos, 259, 258, 230, 214, 215, 186, 130.172.

Compuesto 3 (talidomida): IR (cm") pastilla; 1709,1700, 3096, 730, 724, 2896,
1388, 2912, 1709, 1700. RMN'H(ppm):z.S (m, 4H), 5.2 (q, 1H), 7.9 (m, 4H), 11.1
(s.1H).

Espectrometria de masas (m/z): M’ = 258 y pico base m/z= 173, asi como los
siguientes fragmentos, 230, 213, 202, 169, 111, 104, 76.
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11.0 ANEXO

1. Espectro de IR de N-Carboetoxiftalimida 1
2. Espectro de RMN'H de 1

3. Espectro de masas de 1

4. Espectro de IR de N-Ftaloil-L-Glutamina 2
5. Espectro de RMN'H de 2

6. Espectrode RMN'Hde 2 + D,0

7. Espectro de masas de 2

8. Espectro de IR de talidomida 3

9. Espectro de RMN'H de 3

10.Espectro de masas de 3

11.Cromatograma representativo de cuantificacion de 3

48



1178 43

: . m o
Al 8 - S 3 am
| < 2 e T
Q - - — TR Eral B e 2
T T LT TS E:
e T S
- T 3
< TTTTLmL e - =
| ol w2 3 o
u - - [ w -
! > szl S £
: (@] I = RV
. e
; v
i o
i o1
; [+ 4
: <
| Q
! Z V =
| W d E
i > o «©
Y [+ 4 £
wl = . L
. o © °© T 3
& o ]
<_ @ m
=4 - =
O
o 2 s
7 R e R
wh |m.ou =X
e
g .8
m
9‘..%..
i
&
g8 ® 8 2 28 ® 2 B3 8 2 & ® 8 & 8 ®”W R *° e
- R .. . Souemwusueste, L

4000

M1

__Wavenumbers (cm-1)



ESPECTRO DE RMN'H DE N-CARBOETOXIFTALIMIDA 1
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ESPECTRO DE MASAS DE N-CARBOETOXIFTALIMIDA 1
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ESPECTRO DE INFRARROJO DE N-FTALOIL-L-GLUTAMINA 2
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ESPECTRO DE RMN'H DE N-FTALOIL-L-GLUTAMINA 2
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ESPECTRO DE RMN'H DE TALIDOMIDA 3
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ESPECTRO DE MASAS DE TALIDOMIDA 3
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CROMATOGRAMA DE CUANTIFICACION DE TALIDOMIDA 3
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