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Eatudio comparative de la resolucion de la N-acetil DL
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La mayoria de los farmacos Inhibidores de la
Enzima Convertidora de la Angiotensina (IECA)
poseen en su estructura un fragmento de L-
homofenilalanina, el cual puede ser introducido
eficientemente  mediante un  desplazamiento
nucleofilico de la correspondiente amina quiral
sobre un éster (R)-g-arilsulfoniloxi, con inversion
de configuracidn. El éster quiral puede ser
obtenido eficientemente a partir de la D-
homofenialanina (D-HFA).

a= NaCN, (NH,,COy, b= NaOH H,0 130°C, c= Ac,0 pH 11, 0-FC

Aunque se han descrito varios metodos para la

preparacion de ambos enantiomeros de HFA, la  Obtener los

. Regiz C. ignacic!,

tu(‘l’m Superiores Zaragoza, UNAM. 2 Departamento de Sistemas Biologicos, UAM Xochimilce

OBJETIVO
enantiomeros
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H . il be N
% 6% /l\
o

la

Otra esfrategia sintética emplea directamente el
éster etilico de la L-HFA. Puesto que ambos
enantibmeros de la HFA tienen aplicacion
potencial como IECA, pensamos que una ruta de
sintesis que comprenda una resolucién seria una
buena estrategia, y  decidimos evaluar esta
resolucién tanto por métodos quimicos como
enzimaticos.

mayoria no tiensn aplicacion practica, debido
principalmente a factores econémicos. El alto
costo de las enzimas puede hacer inviable un
proceso bioquimico, por lo que el empleo de
preparados enzimaticos crudos puede ser una
solucién, siempre y cuando las otras enzimas
presentes en estos preparados no interfieran en

homofenilalanina (HFA) mediante la sintesis y
resolucion de la N-Ac-DL-HFA, evaluando para
su resolucion, métodos quimicos consistentes
en la formacién de sales diasteroméricas con
diferentes aminas quirales, y enzimaticos, con
una tecnologia original consistente en el empleo
de acilasa | cruda, contenida en polvos
acetdnicos de rifion de diferentes mamiferos.

la transformacion deseada.

1) NaNO, / H;0* i 2
2) SOCI, / EtOH \ONs
CO,H 3) oznc,msozcu El:;N co,s: /~COgH CO,Et
“/NH, \Co;Bu N ) HoN'
qur. 1} DMA 50° 60 h
2) CICH,CO,'Bu, KOH, THF i
ueno Ester etilico de la
D-Homofenilalanina 5) HClg, Benazepril HCI % Bl o L-homofenitalanina
METODOLOGIA
Método enzimatico RESULTADOS

La N-Ac-DL-HFA fue incubada a 37°C durante 24 horas, a pH 7.5 con los
polvos acetonicos de rindn de bovino, de ovino y de porcino (c= 40 mg/mL de
La L-HFA se aislo precipitando a pH =863 y la

sustrato y 10mg/mL de polva).
N-Ac-D-HFA se precipito a pH = 2.3

o == o

Tabla 1 L-HPA de la resolucion enzumatrca de N- DL-AcHFA

Mamifero Rendimiento [a] p.f. ee

% (c=1, 3N HCI) °Cc %
Ovino 68 +35.29° > 300 nd
Bovino 80 +45.77° > 300 nd
Porcino 83 +40.47° > 300 nd

e

“Tabla 2. D-N-Ac-HPA de la resolucién enzimatica de N-DL-AcHFA

O - Nacstibomolendaisnira.

Mamifero  Rendimiento [a] p.f. ee
Método quimico
. % {c=1, MeoH) °C %
@/\)\ 1) o8 a0 " Ovine 52 -17.58° 168-170  nd
,L,_ 2 R NI - Bovine 75 -19.54° 177178 > 99
e Porcine 65 -21.29° 177178 nd
COMCLUSIONES ‘I'abla 3. Resolucion quimlca de N-DL-AcHFA

La resolucion enzimatica resultc un procesoc mas eficiente que la resolucion
quimica tradicional tanto en costos y tiempo de proceso, como en rendimiento

¥ pureza optica,

Se elimind el uso de agentes

resolutores quirales como la

metilbencilamina, de alto costo y laboriosa recuperacion.

De los polvos de rindn de mamifero evaluados, el de bovino resultd ser el

mas eficiente.

La metodologia quimica y enzimatica desarrollada tiene potencial aplicacion

comercial en la industria farmoquimica.

Rendimiento [a] pt. ee
% oc %
D-N-Ac-HFA 531 -18.85 176-178 nd
S |_N-AcHFA 61.7 +18.68 176178 nd
D-HFA 7.3 42.42 >300 nd
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Abstract—Kidney acetone powders (KAP) from beef, dog, hog, rat, and sheep have been evaluated for resolving N-acetyl-pL-
homophenylalanine. We also propose a simple protocol for the preparation of both enantiomers of homophenylalanine by enzy-
matic resolution using mammalian KAP. The beef kidney afforded the best results, rendering the highest isolated yields, 37.5% and
41% and enantiomeric excesses of 94% and >99% for both b-N-Ac-homophenylalanine and -homophenylalanine, respectively.

© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Most of angiotensin converting enzyme (ACE) inhibi-
tors, such as Benazepril 1, Temocapril 2, Cilazapril 3,
and Enalapril 4 (Fig. 1), contain an L-homophenyl-
alanine ethyl ester moiety in their structure, which can

i )
R., /COoMH g =Y

N
R COH
o COH
Benazepril Temocapril
1 2 R= N
o (;;O,H CH,
R,
CO Y
N
o CO,H
Cilazapril Enalapril
3 4

Figure 1. Some ACE inhibitors holding the L-HPA moiety.

* Corresponding author. Tel.: +52-55-5623-0727; fax: +52-55-5642-
8977, e-mail: regla@servidor.unam.mx

0957-4166/$ - see front matter © 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/j.tetasy. 2004.02.026

be efficiently introduced through nucleophilic displace-
ment of the corresponding chiral amine over (R)-2-no-
syloxy-4-phenylbutyric acid ethyl ester 5, as shown in
Scheme 1 for the synthesis of Benazepril 1,' with a
concomitant inversion of configuration. The homochiral
o-substituted ester 5 can be obtained from p-homo-
phenylalanine (p-HPA) 6 (Scheme 2).

(s}
N CO;'Bu
HaNr-. o
0;E 1) CO;EL
s "
-l ©,\,L

2) HCI

P H
N e

Benazepril HCI
5 1
Scheme 1. Synthesis of Benazepril from (R)-2-nosyloxy-4-phenyl-

butyric acid ethyl ester.

CO,H CO,Et
@f\) “NH, _ &b.c @/\)"-ows
6 5

Scheme 2. Reagents: (a) NaNO,, H,SO4, H,0 (89%): (b) SOCl,
ethanol, (65%); (c) NsCl, EGN (74%).
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CO,EL o 79F L /~coH
NH, NSO NH —— ©/\)\H
;L
8

7 1

Scheme 3. Synthesis of Benazepril from L-HPA-ethyl ester.

Recently, Chang and Yang? reported a new synthetic
strategy for the synthesis of Benazepril 1, one of the
most potent ACE inhibitors, which makes use of
L-homophenylalanine ethyl ester 7 for the nucleophilic
attack of 4-nitrobenzenesulfonic acid (3R)-2-oxo-
2,3,4.5-tetrahydro-1 H-benzo[bJazepin-3-yl ester 8, as
shown in Scheme 3. Both enantiomers of homophenyl-
alanine (HPA) have a potential application in the syn-
thesis of ACE inhibitors.

While a great variety of methods for the preparation of
both enantiomers of HPA have been reported,’*# many
of them are impractical, mainly due to their cost.
Although the enzymatic resolution of HPA ethyl ester
by lipases has been described,™ to the best of our
knowledge, no report has been made on an enzymatic
resolution strategy using aminoacylases.

Enzymatic resolution of amino acid derivatives is usu-
ally a simple and efficient method for the preparation of
enantiopure amino acids. One of the most widely used
enzymes for carrying out the resolution of a-acylamido
acids is the pig kidney L-aminoacylase (N-acyl-L-amino-
acid amidohydrolase, EC 3.5.1.14), which is commer-
cially available.® This enzyme catalyzes the following
reaction:

L-aminoacylase

H;0

N-acyl-L-amino acid = carboxylate + L-amino acid

Despite the convenience of chemo-enzymatic methods in
synthetic organic chemistry, there still exists some
uneasiness amongst some synthetic chemists regarding
the handling of enzymes and other biochemical tech-
niques. Furthermore, most commercially available
enzymes are expensive and can be unstable, unless kept
under specific storage conditions. Most of these draw-
backs could be avoided by using crude enzymatic
preparations; however, the use of these raw preparations
is much less explored than the use of pure enzymes.
Herein, we report results on the evaluation of the kidney
acetone powders (KAPs) from different mammalian
species such as beef, dog, hog, rat, and sheep for
resolving N-acetyl-DL-HPA 11. We also propose a
practical and reliable protocol for the preparation of
both enantiomers of HPA by enzymatic resolution using
mammalian KAP.

2. Results and discussion

As part of our studies toward the synthetic development
of precursors for the manufacture of enantiopure ACE

inhibitors, we explored a practical procedure for the
synthesis of p-HPA. As a result, a new synthetic
approach for the synthesis of Benazepril 1, involving the
use of L-HPA was described;? this procedure is poten-
tially suitable for the synthesis of other ACE inhibitors.
As both enantiomers of HPA can be used as precursors
to ACE inhibitors,>*7 we believe a resolution strategy is
an appropriate choice.

Racemic N-acetyl-HPA 11 was obtained in a typical
o-amino acid synthetic pathway involving hydrolysis of
S-phenetylhydantoin 10, which was prepared by a
Bucherer—Bergs protocol,® with an overall yield of 50%
from 3-phenylpropanaldehyde 9 (Scheme 4).

O NH COH
H a N/‘E“"O bc NH
—— H —_— AO
9 10 1

Scheme 4. Reagents and conditions: (a) KCN, (NH,),CO; (75%); (b)
NaOH, H;0, 130°C (74%); (c) Ac,0, NaOH, 0-5°C (90%).

The N-acyl amino acid 11 was subjected to enzymatic
resolution with KAP from different mammalian species
with their specific activities being calculated (Scheme 5).

COzH OH COH
©/\)‘NH AR @/\/LNHZ § @A)"‘NH
S Ao
1 12 13

Scheme 5. Enzymatic resolution of N-acetyl HPA with mammalian
KAP.

In a preliminary test, kidneys from five species were
explored: beef, dog, hog, rat, and sheep. Dog and rat
KPAs did not produce significant bioconversion after
90 h of reaction, so, they were discarded from this study.

As shown in Tables | and 2, beef kidney acetone powder
was the most efficient in this biotransformation, giving
the highest isolated yields and enantiomeric excesses (ee)
for both L-HPA 12 and p-N-Ac-HPA 13.

In order to determinate the ees of 12 and 13 by chiral
HPLC, it was necessary to derivatize both compounds
into their corresponding methyl esters, using a method
reported by Lin et al.’?

Table 1. L-HPA 12 from enzymatic resolution of 11
Isolated yield (%) [af* (¢ 1, 3M HCI) Eeb (%)

Mammalian

Sheep 34 +44.8 99.4
Beef 41 $45.2 99.9
Hog 40 +45.1 99.9

*Lit.7 [a] = +47.5 (¢ 1.0, 1 M HCI).
Y Determined as the methyl ester on a CHIRALCEL OD column.
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Table 2. p-N-Ac-HPA 13 from enzymatic resolution of 11

Table 3. Specific activities for the different KAPs

Mammalian  Isolated yield (%) [«)* (¢ 1, CH;OH) Ee® (%) KAP Specific activity (pmolemin™' mg~")
Sheep 26% -18.9 94 Beef 391
Beel 37.5% -19.5 =99 Hog 2.51
Hog 33% -19.4 96 Sheep 2.54

SLiL® (o] = ~19.2 (¢ 1.0, CH;0H).
" Determined as the methyl ester on a CHIRALCEL OD column.

A series of tubes containing varying substrate (N-acetyl-
pL-homophenylalanine) concentration were prepared
and the reaction started by the addition of the KAP
extract. L-HPA was measured colorimetrically by the
ninhydrin method modified by Doi et al.'"" Commercial
pL-HPA was used as standard.

Samples were taken at different times to follow the time
course of the hydrolysis. Linear product concentration
versus time was obtained for 360 min under our exper-
imental conditions. From these data, initial reaction
rates were calculated for each substrate concentration
and the data fitted to hyperbolic kinetics by nonlinear
regression analysis with the program Prism 3.0 cx for
Macintosh. The fitted curve and parameters arec shown
in Figure 2.

From the obtained WV, value and the measured
protein concentrations in the sample, a specific activ-
ity of 3.9umolemin'mg~' was calculated for beef
material.

A simplified estimation of the specific activities of sheep
and hog extracts were performed by measuring the HPA
produced over a fixed incubation time, at variable
N-acety/-pL-HPA concentration. Measured rates were
lower than those in Figure 2, so the linearity of the
reaction rate at each substrate concentration can be
assumed with confidence. The data for all the KAP
extracts are shown in Table 3.

10.0+
o o

- 754
£
5
E
a
S 5.0
E
a3
o
-

2.5+

0.04 v T ; ;

C 50 100 150 200
[L-HPA] mmole L™

Figure 2. Curve of initial velocity against substrate concentration.
Data fitted to Michaelis-Henri kinetics, as detailed in the text. Extract
concentration, 3.165mgmL~"'. V.. 12440098 umt.:lllrmin'l mL~;
Ky = 6504 12.7mmole L.

3. Experimental
3.1. Preparation of kidney acetone powders

Beef, sheep, and hog kidneys were obtained from
recently slaughtered animals from a nearby slaughter-
house. Dog kidneys were supplied by the local dog
control center and rat kidneys from the animal breeding
facility of our university. Fresh sheep kidneys (142 g)
were blended in 420mL of chilled acetone using a
household blender and filtered through a Biichner fun-
nel. The cake was treated twice in the same manner,
until the filtrate was colorless. The solid residue was air
dried under the hood and sifted on a 20-mesh sieve. The
procedure yielded 22.4 g of dry powder, which was kept
at —20°C. A similar procedure was used to obtain beef,
dog, hog, and rat KAP. A typical KAP preparation kept
its specific activity after six months.

3.2. Chemical synthesis

3.2.1. pr-Homophenylalanine 14. A 1L stainless steel
reactor was charged with 81.73 g (0.402mol) of pL-5-
phenethylhydantoin 10, 400 mL of water and 48.31g
(1.207mol) of NaOH. After closing the vessel, the
mixture was heated for four hours at 130-132°C. The
reaction mixture was treated with activated charcoal for
Smin, filtered over diatomaceous earth and washed with
water. After acidifying to pH 6.3 with 10M HCI and
cooling to 0-5°C for 1 h, a beige powder crystallized
out, which was filtered, washed with water, and dried at
60 °C until a constant weight was seen. The yield of 14
was 56.63 g (74.3%), mp 279-280°C [lit."! m.p. 282°C
(dec)].

3.2.2. pr-N-Acetyl-homophenylalanine 11. To a cold
solution of 12.5g (69.7mmol) of 14 in 115mL of water,
and 2.79 g (69.7 mmol) of NaOH (0-5°C), were added
9.26 g (90.6 mmol) of acetic anhydride, while the pH was
kept in the range 11-11.5 by adding 50% NaOH, at the
same temperature. Temperature and pH were main-
tained for one hour; after acidifying to pH 2.3 with 10 M
HCI, the mixture was kept at 0-5°C for | h, filtered and
washed with the minimum amount of water. The vield
of compound 11 was 13.8 g (89.5%), m.p. 145-147°C,
(lit."”? m.p. 147-148°C].

3.3. Enzymatic hydrolysis
A mixture of 2.4 g of 11 and 60mL of 0.2 M potassium

phosphate buffer pH 7.5, containing 10mgL~" of CoCl,
was adjusted to pH 7.5 with 6 M NaOH. The solution
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was divided into three 20mL fractions; to each one,
200mg of kidney acetone powders of beef, hog, and
sheep, were added, respectively, and then incubated at
37°C for 24h in an orbital shaker at 250 rpm. After
cooling to 5°C, the pH was adjusted to 11.0 with 1M
NaOH under vigorous stirring and the reaction mixtures
was centrifuged separately at 3200g and 5 °C for 15 min.
Each supernatant was acidified to pH 6.3 with 6 M HCI
and cooled to 0-5°C for half an hour. The L-HPA 12
precipitate was filtered and the mother liquors saved.
The solid was dissolved in 1 M HCI, treated with acti-
vated charcoal, filtered over diatomaceous earth and its
pH again adjusted to 6.3, then filtered, washed with
water and dried at 60°C until constant weight. The
yields of L-HPA 12 obtained for different KAPs are
shown in Table 1. The filtrate from cach of the above
samples, containing unreacted p-N-Ac-HPA 13, was
adjusted to pH 2.3 with 10 M HCl, cooled to 0°C for 2 h,
vacuum filtered, washed with chilled water until the pH
of the washing was between 3 and 4 and dried at 60°C
until constant weight. The yields of p-N-Ac-HPA 13 are
shown in Table 2.

3.4. Determination of ee of 12 and 13

3.4.1. L-Homophenylalanine methyl ester. L-HPA 12
(300mg, 1.67mmol) was suspended in anhydrous
methanol (6mL) and cooled to —10°C in an ice-salt
bath. Then, 156puL (260mg, 2.18 mmol) of thionyl
chloride were added dropwise and the reaction mixture
kept for 1h at =5 to —10°C and then at 40-45°C until
TLC monitoring (7:3 isopropanol-ammonium hydrox-
ide; developed with 0.2% ninhydrine reagent spray)
indicated the L-HPA had disappeared. The solution was
then evaporated in a rotatory evaporator. The solid was
dissolved in the minimum amount of cold water, made
alkaline with sodium bicarbonate and extracted with
ethyl acetate (3x5mL), dried, and evaporated to dry-
ness. The L-HPA methyl ester was submitted to chiral
HPLC analysis, on a CHIRALCEL OD column; hex-
ane-isopropanol (90:10). N-Acetyl-pD-HPA 13 was
treated as above to give the corresponding methyl ester,
which was submitted to chiral HPLC analysis under the
same conditions.

3.5. Enzyme assays and specific activity of L-amino-
acylase in beef KAP

To measure L-aminoacylase activity in KAP, a soluble
preparation was made by suspending 200 mg of each
KAP in 10mL of 0.2M potassium phosphate buffer
pH 7.5, at 5°C. The suspension was centrifuged and the
supernatant kept in an ice bath. Protein concentration
was determined with the bicinchoninate method."?
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1. Introduccion

Los compuestos organicos de origen natural que contienen en su estructura por
lo menos un centro estereogénico, son o6pticamente activos debido a que los
organismos vivos tienden a producir un solo enantiomero. La asimetria de estas
moléculas proviene de la quiralidad inherente a las enzimas responsables de su

sintesis.

Los sitios receptores de los sistemas biolégicos, que son también dpticamente
activos, tienen la capacidad de diferenciar entre los dos enantiomeros de un
compuesto especifico. Aunque las aparentes diferencias fisicas entre los dos
enatibmeros parezcan insignificantes, la orientacion espacial de un grupo
funcional afecta drasticamente las propiedades farmacolégicas de un

compuesto.

Convincentes efectos diferenciales de interacciones farmacologicas de
enantiomeros han llevado a un incremento en la importancia del disefio de
farmacos enantioselectivos. Cerca del 66% de los nuevos farmacos introducidos
en el afio 2000 fueron enantiomeros puros, comparado con 21% en 1991." La
expectacion en relaciéon con la pureza enantiomeérica de nuevos farmacos se ha
incrementado, lo que incide en una mayor trascendencia de los procesos de
sintesis asimétrica o en de resolucion de enantiomeros, asi como en la tarea

analitica de cuantificar el exceso enantiomeérico.

Ambos enantiomeros de la homofenilalanina (acido 2-amino-4-fenilbutanoico)
tienen aplicacion comercial en la manufactura de farmacos inhibidores de la
enzima convertidora de la angiotensina (ECA), administrados para el tratamiento
de la hipertension arterial; entre ellos, un ejemplo importante es el benazepril, el
cual puede ser preparado ya sea a partir de la D-homofenilalanina o a partir del

éster etilico de la L-homofenilalanina (figura 1).
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1) NaNO, / H,0* i 7
2) SOCI, / E1OH 4 .+ONs -
COH 3) 0,NCgH,S0,Cl / Et;N CO,E! \/~COH 5
.,!NHz 4) Q Nf""COz’Hu H W P HaN"
HaNuv.. 1) DMA 50° 60 h
2) CiCHJCD;;‘BU. KOH, THF r
ster etilico de la
o-Homofenilalanina 5) HClg, Benazepril HCI Gy lofsens L-homofenilalanina

Figura 1. Sintesis convergente del Benazepril a partir de ambos enantiomeros de la

; . 15
homofenilalanina.

En el presente trabajo se desarroll6 un método biocatalitico para la resoluciéon
de la N-acetil-DL—homofenilalanina (figura 2), un aminoacido no natural,
empleando polvos acetonicos de rindn de diferentes mamiferos como fuente de
aminoacilasa, con potencial aplicacion en la resolucion de otros

N-acetil-DL—aminoacidos.

COZH COzH COzH
Aminoacilasa de y
NH rifion de mamiferos @A)‘NHZ NH
N-Acetil-DL-homofenilalanina L-homofenilalanina N-Acetil-D-homofenilalanina

Figura 2. Resoluciéon enzimatica de la N-acetil-DL-homofenilalanina.
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2. Fundamentacion teorica

Las proteinas son macromoléculas extremadamente complejas, que tienen
multiples funciones en el organismo; controlan las condiciones fisicoquimicas
dentro de la célula, forman parte de las estructuras celulares y sobre todo
catalizan una enorme variedad de reacciones que conducen el metabolismo en
rutas esenciales que tienen lugar en la célula, a estas proteinas se les denomina
enzimas. Para cumplir esta diversidad de funciones, cada tipo de célula en
cada organismo posee varios miles de clases de proteinas. Para dar una idea de
la complejidad de éstas, en la figura 3 se muestra la representacion, en forma de

bastones, de la estructura tridimensional de una proteina.

Figura 3. Estructura de la mioglobina de cachalote obtenida por difraccion de rayos X.
Irving Geis”

Ll
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Las unidades estructurales de las proteinas son los a-aminoacidos. Todas las
proteinas estan construidas a partir de un conjunto de 20 a-aminoacidos. Como
se observa en la figura 4, el carbono alfa de todos los aminoacidos
proteinogénicos (a excepcion de la glicina que contiene dos hidrégenos unidos al
carbono alfa), sostiene un grupo amino, un grupo carboxilo, un atomo de

hidrégeno y el residuo —R caracteristico de cada aminoacido.

GOH
R— ?uf_ NH,

H

Figura 4. Representacion de un a aminoacido.

Los enlaces alrededor del carbono alfa son tetraédricos, por lo que la
representacion tridimensional de un a-aminoacido seria como se muestra en la

figura 5.

Figura 5. Representacion tridimensional de un o aminoacido.

Si una molécula contiene un centro estereogénico, se dice que es quiral y
existen dos estereoisomeros distinguibles; se trata de imagenes especulares
que no se pueden superponer una sobre otra, o enantiomeros, como se

muestra en la figura 6.
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(S} L- Alanina iRy D - Alanina

Figura 6. Representacion tridimensional de los enantidmeros del aminoacido alanina.

Los enantibmeros pueden distinguirse entre si experimentalmente debido a que
sus soluciones desvian el plano de la luz polarizada en direcciones opuestas,
por esta razoén, los enantiomeros se llaman también isomeros épticos. Todos
los a-aminoacidos proteinogénicos, excepto la glicina, pueden existir en sus

formas L y D, ya que en todos los casos el carbono a es quiral.

En la naturaleza también se encuentran aminoacidos con importancia biologica
que no se encuentran en las proteinas, algunos de ellos son: g-aminoacidos
como la p-alanina, que forma parte de algunos péptidos naturales y en el acido
pantoténico; D-aminoacidos como la D-alanina y D-glutamico que forman parte
de los polipéptidos de la pared celular en algunas bacterias; la L-ornitina que se
encuentra en muchos tejidos y es intermediario en la sintesis de L-arginina, la L-
homoserina y L-sarcosina, que se encuentran en tejidos y son intermediarios en
el metabolismo de los aminoacidos; al acido y-aminoabutirico que se encuentra
en el cerebro y otros tejidos animales y actia como neurotransmisor y la L-

tiroxina que se encuentra en la glandula tiroides y es un farctor del crecimiento

Desde ya hace algunos anos, los aminoacidos enantioméricamente puros de
origen natural o sintético, juegan un papel importante en la industria agricola,
farmacéutica, cosmética y de alimentos.?> Representan una valiosa y versatil
herramienta en la sintesis asimétrica, que permite planear rutas sintéticas de
cualquiera de los enanatiomeros de un compuesto especifico. También se
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utilizan como materiales de partida en la preparacion de auxiliares quirales,
inductores, ligandos y catalizadores en sintesis asimétrica. Consecuentemente,
se han desarrollado una gran variedad de diferentes sintesis, métodos y

procesos para producir estos compuestos.®

Entre los procesos para la obtencion de aminoacidos enantioméricamente puros

destacan:

» Hidrdlisis de proteinas y separacion de aminoacidos por cromatografia de

intercambio i6nico.

Este tipo de tecnologia se ha desarrollado y perfeccionado en grandes
compafias como Degussa-REMIX (Francia), las cuales obtienen aminoacidos y
sus derivados para aplicaciones nutricionales y farmacéuticas; los hidrolizados

de proteinas naturales se someten a cromatografia de intercambio iénico para

su separacion (figura 7).

| Proteinas '

[Hidrolizados proteicos I

Met, Typ, o >~
Asn, Gin G Ty

| Cromatografia de intercambio i()nico]

IAminoacidos Aminoacidos Aminoacidos|
basicos neutros acidos

Arg, Lys, His Gly,Ala, Val, Asp, Glu
Lue, lie, Ser
Thr, Phe, Pro

Figura 7. Obtencion de aminoacidos proteinogénicos a partir de hidrélisis de proteinas.
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Esta técnica es util en la produccion de grandes cantidades de un solo
aminoacido, por ejemplo, la produccién de L-treonina, L-valina y L-isoleucina se
produce en REMIX and Chinese company a gran escala y con precios

accesibles.
» Procesos enzimaticos
1 Procesos de resolucion empleando hidrolasas.

a. L-aminoacilasa-1, utilizada en la resolucion enzimatica de N-acetil-DL-
aminoacidos y (D) aminoacilasa-1, utilizada en la produccién de D-

aminoacidos no naturales (figura 8).

Racemizacion quimica o enzimatica

COH

X . COsH
L-amlnoa0|lasa-1/k i o g,
R NHz o
LR N-acetil-D-aminoacido

Sintesis de Strecker . =

N-acetil-DL-aminoacido coM

COH

=

D-aminoacilasa-1_J.,,
R

¥ R HH

”NHQ o

D-aminoacido N-acetil-L-aminoacido

|

Racemizacion quimica o enzimatica

Figura 8. Proceso de obtencién de L y D aminoacidos empleando L y D aminoacilasa-1.
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b. Ly D Hidantoinasas y Carbamoilasas. Empleadas en la produccion de
L y D aminoacidos por hidrolisis enzimatica de mezclas racémicas de
DL-hidantoinas y DL-carbamoilos, sintetizados por reaccion de
Bucherer—Bergs, amidocarbonilacion de aldehidos con urea y
condensacion de hidantoinas con aldehidos, seguida de hidrogénacion
catalitica (figura 9). Las enzimas utilizadas son mutantes expresadas
en Escherichia coli, a excepcion de la D-Hidantoinasa obtenida de

Agrobacterium radiobacter .*

Sintesis de Strecker Candansacion de hidantaings Adicién de cianato a aminoacidos

N < |7
Y

HN
L-Hidantoinasa i Y D-Hidantoinasa
/ Hidantonina racemica L \
R

“ N\
> 0,
com Racemasa e
&
§
HN "
hNY Tz © ‘ B

OH Y

N-Carbamoil-L-aminoacido N-Carhampil-D-atinedcidn

L-Carbamoilasa D-Carbamoilasa

R

" LW
COM

CoH i
Z

3

=

HA

HN
D-aminoacido

L-aminoacido

Figura 9. Uso de L- y D-carbamoilasa/hidantoinasa en el proceso de producciéon de L y D-
aminoacidos.
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c. LaL-Arginasa de higado de bovino ° cataliza la hidrélisis de L-arginina

en L-ornitina ° (figura 10).

NH 0] 0 o
HgN/U\H/\/\l)J\OH L-Arginasa HgN/\/\I)J\OH + y NJ_]\NH
NH, +H>0 NH, 2 2
L-arginina L-ornitina Urea

Figura 10. Conversién de la L-arginina en L-ornitina por accién de la L-argininasa.

2 Aminoacido-deshidrogenasas.

Se utilizan en la produccion de L-ter-leucina, un constituyente en el
desarrollo de nuevos farmacos, catalizadores y auxiliares en sintesis

asimétrica "® (figura 11).

ﬁ\ﬂ,cocw >H/coou

o] NH;

Acido timetilpinivico L-ter-Leucina

,.
N

Leucina-deshidrogenasa
LeuDH

/ EG.14.19

®
o P

Formato-deshidrogenasa
FDH

EC1.2.12.

£

HCOONH,

Figura 11. L-ter-leucina obtenida por aminacion reductiva catalizada por LeuDH y FDH.
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En la produccién de acido L-aspartico se utiliza a la L-Aspartasa (L-aspartato-

amonio-liasa) la cual lleva a cabo la adicién enantioespecifica de amoniaco al

acido fumarico (figura 12).

L-Aspartato-p-descarboxilasa

L-Aspartasa COCH COOH
Hooc”Xx~COOH - HooC”Y” -CO0; b
+ NH; NH, NH,
Acido fumarico Acido L-aspértico L-alanina

Figura 12. Produccién enzimatica de acido L-aspartico y L-alanina.

» Resolucion quimica clasica de mezclas racémicas.

La obtencién de D-penicilamina en gran escala® involucra la sintesis del aducto-
p g

DL-penicilamina-acetato que usa para su resolucion L-norefedrina (figura 13).

OHC
S5. HCN. NH; _— TR o
—_— HS Acslona
CHO Hel HCOOH X ]

NH, s
DL-penicilamina DL-aducto-acetona
g
=
b
s §
5 2
OH
H 3
2
NH,"
_ OHC,  coor OHC,  cooH
COOH 1 OH N N
HS g . e
4 amo X >
¢ s s
i Sal del par
. I
B Raneiaming D-acetona-aducto, L-norefedrina L-aducto-acetona

Figura 13. Proceso par la obtencion de D-penicilamina desarrollado por Degussa’s.

10
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La resolucion de la DL-prolina se logra por cristalizacion de la sal de la D-prolina
con el acido D-tartarico y se libera en una columna con resina de intercambio

i6nico (figura 14).

O’HCOOH 1) Acido D-tartarico < N> “"COOH

N
H
H 2) Resina de intercambio idnico

DL-prolina D-prolina

Figura 14. Resolucién quimica de la prolina utilizando un compuesto quiral.

Otro ejemplo es el acido (S)-piperazin-2-carboxilico (Pip), un importante
constituyente de productos farmacéuticos. La resolucion de la mezcla racémica
ha sido desarrollada empleando el acido (S)-canforsulfénico (ACS) formando

una sal que se libera por columna de intercambio ionico'® (figura 15).

2-3 eq. acido (S)-
canforsulfénico

H H H
N (ACS) - N N
C L C - LJ
N N~ YCOOH N
® H H

COOH “COOH

(S)-Pip + 2 (S)-ACS (R)-Pip - 2 (S)-ACS

aguas madres

Piperazina (Pip)

1. (S)-ACS, reflujo 6 h
raceminzacion

2. adicion de Pip cristalizacion

Figura 15. Obtencién de acido (S)-piperazin-2-carboxilico por resolucion quimica.
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Entre los compuestos producidos biolégicamente, algunos contienen en su
estructura al menos un centro estereogénico, este tipo de compuestos presentan
actividad optica, debido a que la mayoria de las veces los organismos tienden a
producir un solo enantiomero. La asimetria de estas moléculas proviene de la

quiralidad inherente a las enzimas responsables de su elaboracion.

Los sitios receptores de los sistemas biolégicos, que son también dpticamente
activos, tienen la capacidad de diferenciar entre los dos enantidmeros de un
compuesto especifico. Aunque las aparentes diferencias fisicas entre los dos
enatidmeros parezcan insignificantes, la orientacion espacial de un grupo
funcional afecta drasticamente las propiedades farmacologicas de un
compuesto. Los ejemplos son numerosos. Asi, el enantiomero D del
aminoacido Penicilamina es un agente quelante de metales pesados empleado
para tratar a individuos intoxicados con plomo, oro o mercurio; su toxicidad es
baja y es particularmente Gtil en el tratamiento de la enfermedad de Wilson y de
cirrosis biliar, en donde las concentraciones hepaticas de cobre son
excesivamente altas; en contraste, el enantiomero L provoca atrofia optica, la

cual puede conducir a ceguera.?’

NH,

0,H

L1
Kol
2 o4
I
0 T
wil =

D-Penicilamina L-Penicilamina

Figura 16. Enantiomeros de la penicilamina, los cuales tienen actividades farmacoldgicas

diferentes.

La biotecnologia es una ciencia interdisciplinaria con aplicaciones en muchos
campos, como son alimentos, industria farmacéutica, medicina, agronomia etc.
Una de las definiciones de la biotecnologia es el uso de células o partes de ellas

para obtener un producto.

12
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Las enzimas son catalizadores de origen biolégico que parecen cumplir muchos
de los requisitos necesarios para impulsar una nueva area de la quimica: la
Biocatalisis, con la cual, la humanidad tendra acceso a nuevos y mejores
farmacos de bajo costo, a alimentos mejores y mas abundantes, a una

agricultura mucho mas eficiente, a nuevas fuentes energéticas, etc.

Es indudable la interaccion entre la biotecnologia y la quimica, dandose lo que
se conoce como ‘biotransformaciones”, que pueden ser realizadas con
microorganismos vivos, partes de ellos o con enzimas. En México, este es un
campo poco explotado tanto a nivel investigacién como de producciéon. Una
biotransformacion puede describirse como el dar a un microorganismo un
sustrato que no es el natural, pero con el que tiene suficiente semejanza es
estructurales, para que lo incluya en una parte de su metabolismo y lo

transforme, si se tiene suerte en el producto que se necesita.

En el campo de las biotransformaciones, al inicio de la década de los anos
ochenta, se despertd el entusiasmo entre los biotecndlogos y se pensd que
llegaria a desplazar a la quimica organica tradicional. Sin embargo en los ultimos
cinco anos el interés por esta metodologia, se ha enfocado a utilizar las
biotransformaciones como una herramienta que puede jugar un papel mas bien
de apoyo a la sintesis organica; se intenta su aplicacion cuando algun paso

clave en la sintesis no puede realizarse por métodos tradicionales, por razones

de costo o ambientales.

Las biotransformaciones pueden realizarse haciendo uso de microorganismos 0

de enzimas aisladas, y tienen ciertas ventajas como son:

a) Las enzimas son catalizadores muy especificos: pueden modificar un

unico sustrato en una mezcla de sustratos muy similares e incluso pueden
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discernir entre los enantiomeros de una mezcla racémica de un
compuesto quiral.

Son catalizadores muy selectivos, pueden modificar un nico enlace o un
unico grupo funcional en una molécula que tenga varias posiciones
modificables.

Disponibilidad de gran variedad de organismos y posibilidad de
modificacion de la propiedades cataliticas por manipulacion genética.
Seguridad (evita el uso de reactivos toxicos).

Condiciones suaves de transformacion (temperatura, presion y pH)

Los biocatalizadores son capaces de realizar una gran variedad de

reacciones organicas.

Sin embargo, también tienen desventajas:

a)
b)

c)

d)

9)
h)

No es siempre posible tener acceso al enantiomero deseado.
Frecuentemente se utilizan altas diluciones.

Con microorganismos se tiene el riesgo de reacciones laterales no
deseadas.

Cuando se emplean enzimas aisladas, en algunos casos se requiere la

adicion de cofactores que son sumamente costosos.

Los biocatalizadores suelen ser térmicamente inestables.

Los biocatalizadores suelen ser incompatibles con algunos disolventes
organicos.

Las reacciones son generalmente lentas y con alto riesgo de inhibicion.

El aislamiento de las enzimas es tedioso y grandes volumenes de

efluentes en lotes industriales.

El empleo de enzimas aisladas implica un alto costo comparado con el uso de

microorganismos vivos, pero tiene ventajas que en muchas ocasiones

compensan a este alto costo, como son un mejor rendimiento (se evitan

productos laterales que serian producidos por otras enzimas del

14
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microorganismo), menores volumenes y un aislamiento mas facil del producto.
En algunos casos se ha logrado superar el problema del costo utilizando las

enzimas inmovilizadas en un soporte inerte.

La biomasa, subproducto de una biotransformacién con células enteras, puede

tener utilidad como fuente de proteina para consumo animal.

Hay muchos factores que influyen en la competitividad de los procesos quimicos
y enzimaticos; por ejemplo, el costo de las materias primas, de la produccion,
aislamiento y purificaciéon de los productos, purificacion e inmovilizacion de

enzimas.

Para el desarrollo de un proceso de resoluciéon enzimatica es necesario disponer
de una fuente enzima. Las enzimas, obtenidas de fuentes naturales, como
pueden ser microorganismos, vegetales o tejidos animales, suelen tener altos

costos, debido a las operaciones requeridas para su purificacion.

Un método econdmico es utilizar preparados crudos del tejido que contenga la
enzima. Por ejemplo, J. Kazlauskas (1989) utilizé la Colesterol esterasa (EC
3.1.1.13), una enzima empleada como polvo aceténico obtenido de pancreas de
bovino, que cataliza la hidrélisis enantioespecifica del éster binaftol y del éster

espirobiindanol, para resolver estos compuestos.“e

15
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3. Antecedentes

El uso de enantibmeros puros es visto en la actualidad como una manera de
incrementar la eficacia de muchos farmacos racémicos. Los innovadores
farmacéuticos incluyen ahora la evaluacion de los méritos relativos de los
enatiomeros puros de los compuestos quirales desde fases tempranas del
proceso de desarrollo. De esta manera, se han disefiado farmacos
enantioméricamente puros que inhiben enzimas tales como la proteasa de HIV,??

las COX-1, COX-2%% 0 la enzima convertidora de la angiotensina (ECA).*

La hipertensidon, enfermedad que afecta a mas de 15 millones de personas en
México, es uno de los factores de riesgo mas significativos en el desarrollo y
progresion de las enfermedades cardiovasculares. En numerosos estudios se ha
demostrado la estrecha asociacion entre la hipertension no tratada y la
hipertrofia ventricular o la insuficiencia cardiaca congestiva, los accidentes
cerebrovasculares, las retinopatias, los aneurismas disecantes, insuficiencia

renal progresiva, enfermedad coronaria, enfermedades vasculares periféricas y

sus complicaciones

16
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Grafica 1. Principales causas de mortalidad en México (1995)%°

Una de las terapias mas exitosas para el tratamiento de la hipertension emplea
inhibidores de la ECA, enzima que interviene en la conversion del decapéptido

angiotensina | a la potente sustancia vasoconstrictora, angiotensina Il.

Los inhibidores de la ECA son dipéptidos modificados, y por tanto requieren,
para su fabricacion, de aminoacidos con quiralidad definida, los cuales pueden
ser obtenidos por procesos que involucran estrategias de sintesis asimétrica o
de procesos biotecnologicos. La mayoria de ellos contienen en su estructura un
fragmento derivado de la L—homofenilalanina, que sintéticamente puede ser

introducido a partir de la b—homofenilalanina, un aminoacido no natural (figura

17).

| 57
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CO,H

"NH,
D-Homofenilalanina

Figura 17. b—homofenilalanina (acido r-2-amino-4-fenilbutanoico).

CO,H CO,H CO,H
Aminoacilasa de >
NH riiion de mamiferos g\/LNH;_ 'NH
/g (0] + AO
N-Acetil-DL-homofenilalanina L-homofenilalanina N-Acetil-D-homofenilalanina

Figura 18. Resolucién enzimatica de la N—acetil-DL—homofenilalanina.

0]

1) NaNO, / H,0* -
2) SOCI, / EtOH 5 «+ONs coE

COH 3) O;NCGH,S0,C1 /Et,N COEt \COM 2

“ 4 0 " H N
NH; ) N/ CO,Bu N -
HaNeew. 1) DMA 50° 60 h
2) CICH,CO,'Bu, KOH. THF
Ester etilico de la
p-Homofenilalanina 5) HCl, Benazepril HCI 2} HGhgy tolusg L-homofenilalanina

Figura 19. Sintesis convergente del Benazepril a partir de ambos enantibmeros de la

homofenilalanina. .

Entre las estrategias sintéticas mas comunes para la sintesis de los aminoacidos
esta la hidrélisis quimica de hidantoinas, las cuales son obtenidas desde los

aldehidos correspondientes, via la reaccion de Biicherer-Bergs.?®

La resolucién de los N-acetil-DL-aminoacidos obtenidos se logra eficientemente
por la accion de la aminoacilasa (figura 23) para producir los L-aminoacidos

libres junto con sus correspondientes enantiomeros N-acetilados.’

18
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El primer farmaco empleado como inhibidor de la ECA para el tratamiento de la
hipertension arterial fue el Captopril, introducido en 1977."" Posteriormente,
Patchett y col. " desarrollaron una nueva clase de potentes inhibidores de esta
enzima, tales como el Enalapril y su analogo Lisinopril, los cuales son
inhibidores no sulfhidrilicos que tienen una mayor potencia inhibidora que el

Captopril, ademas de menos efectos secundarios.

Debido a la gran eficacia como inhibidores de la ECA que presentaron el
Enalapril y el Lisinopril, muchas compafias farmacéuticas disefaron e
introdujeron al mercado una serie de analogos que contienen en su estructura
un fragmento del éster etilico de la L-homofenilalanina, unido directamente a un

fragmento dipeptidico, tal como se muestra en la figura 20.

Xrb Oﬁigi@o OJ;J";K%

Enalapril Spirapril Ramipril
Cilazapril Delapril Temocapril

Quinalapril Benazepril

Trandolapril

Figura 20. Farmacos inhibidores de la ECA que contienen en su estructura el éster etilico de la
L—homofenilalanina como amino terminal de un fragmento dipeptidico.
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Este tipo de farmacos pueden ser obtenidos por diferentes estrategias de
sintesis.’ Una de las mas eficientes consiste en el tratamiento del nosilato del
(R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo con la amina quiral apropiada, con la
resultante inversion de la configuracion, produciendo el farmaco esperado con la

configuracion (S)15 (figura 21).

CO,tBu
1) HoN.,” N )
CO,Et N COet, SOM
©/\)"‘OSOZCSH4NOZ - WN ND
N
2) HCl,
Nosilato del (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo Cilazapril

Figura 21. Preparacién del Cilazapril empleando como precursor al nosilato del (R)-2-hidroxi-4-

fenilbutirato de etilo y la amina quiral ccnrrespondiente.16

El nosilato del (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo puede ser obtenido a partir de
la D-homofenilalanina por tratamiento con nitrito de sodio y acido sulfurico
diluido, seguido de esterificacion y reaccién con el cloruro de p-nitro-

bencensulfonilo (figura 22).17

CO.H 1) NaNO, / H;0+ CO,Et
2) SOCI, / EtOH |
."NHZ 3) O,NCgH,4SO,CI / EtsN "OSOQC5H4N02

p-homofenilalanina Nosilato del (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo

Figura 22. Preparacién del nosilato del (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo a partir de la D-homo-

fenilalanina

Desde principios de los afios 80, se ha utilizado la actividad biolégica de la L-

aminoacilasa-1 de Aspergillus sp. en la produccion de aminoacidos

20
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enatioméricamente puros. La reaccion enzimatica de la L-aminoacilasa-1 se
utiliza en la resolucion de N-acetil-DL-aminacidos por hidroélisis enantioselectiva
del N-acetil-L-aminacido en el L-aminacido libre. El enantiémero no deseado

puede ser racemizado y reciclado (figura 23).

Racemizacién quimica o enzimatica

HO,C COzH
L-aminoacilasa o
R MH + R "INH
>=O R NH >:0
N-acetil-DL-aminoéacido L-aminoacido N-acetil-D-aminoacido

Figura 23. Utilizacién de la L-aminoacilasa-1 en la resolucién de N-acetil-DL-aminacidos.

La L-aminoacilasa-1 de Aspergillus sp. hidroliza el grupo acilo de una amplia
variedad de N-acetil-L-aminoacidos,'®'® mostrando una actividad estable bajo
condiciones de produccion continua en procesos a gran escala. Por ejemplo la
empresa alemana Degussa ha establecido una produccion rutinaria de hasta
100 toneladas de L-metionina y L-valina aplicando la L-aminoacilasa-1 en un
reactor de membrana.?® La solucién de N-acetil-DL-aminoacidos se adiciona al
reactor, el cual contiene la enzima; después de terminada la reaccion, los
productos salen del reactor a través de un sistema de ultrafiltracion. Los poros
de este sistema permeable estan disefiados para permitir el paso de pequenas
moléculas (agua, aminoacidos y sales); las moléculas de enzima son retenidas
en el reactor debido a su gran tamafo. Este tipo de sistemas permite la

produccion continua de L-aminodacidos con un bajo consumo de enzima.

21
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Caracteristicas de la aminoacilasa

La aminoacilasa-1 EC 3.5.1.14°”* del grupo de las hidrolasas (cuadro 1). Es
una enzima que tiene accién sobre el enlace carbono-nitrégeno y otros enlaces
peptidicos que sean amidas lineales. Cataliza la hidrélisis enantioespecifica de
una gran variedad de L-aminoacidos N-acilados, produciendo el L-aminoacido y

la sal del acido correspondiente, participa en el metabolismos de los

aminoacidos.

EC 3.5.1.14 Aminoacilasa-1 ACY-1 N-acil-L-aminoacido-amidohidrolasa
EC 3.5.1.15 Aminoacilasa-2 ACY-2 L-Aspartoacilasa

EC 3.5.1.16 Acetilornitinasa AO Acetil-omitina-desacetilasa

EC 3.5.1.17 Amidohidrolasa-¢ g-Lisina—amidohidrolasa

EC 3.5.1.18 Diaminohidrolasa SDAP Succinildiaminopimelato-desuccinilasa
EC 3.5.1.21 Acetil-B-amidohidrolasa N-acetil-B-alaninadesacetilasa

Cuadro 1. Algunas enzimas pertenecientes al grupo de las hidrolasas, que tienen accién acilasa.

Figura 24. Estructura tridimensional de la aminoacilasa-1 humana, obtenida por difraccion de

rayos-X.

22
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La aminoacilasa-1 es una metaloenzima homodimerica dependiente de Zn y
Co,* En la figura 24 se observa la union de las subunidades monoméricas
mediante 4 atomos de Zinc (esferas grises), es una proteina de 408 residuos de
aminoacidos con un peso molecular de 45,882 Da.**>® Se localiza en el citosol
de las células y esta distribuida en una amplia variedad de tejidos de mamiferos
donde participa en el metabolismo de los aminoacidos.**' En los seres
humanos ésta enzima es codificada por un gen que se encuentra en el
cromosoma 3, en la banda 3p21.1.**** y se le asocia con el cancer por

leucodistrofia progresiva.*?

Se han detectado diferentes proporciones de aminoacilasa en higado y rifion de
mamiferos, siendo la mas abundante la aminoacilasa-I; por ejemplo, la corteza
de rindn de porcino contiene hasta 1.5 mg de la enzima por gramo de tejido
frescoy 0.4 mg en el higado.“5 Una relacién similar entre higado y rifidn se ha

observado en otros mamiferos.
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4. Planteamiento del problema

Las patentes de la mayoria de los antihipertensivos inhibidores de la ECA
utilizados en la actualidad, han perdido su vigencia y algunos lo haran
proximamente, de donde surge la necesidad, para la industria nacional, de tener
acceso a la D-homofenilalanina o al éster etilico de la L-homofenilalanina, que es
un precursor del (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo, intermedio comun a estos

farmacos.

Sin embargo, la mayoria de los métodos de obtencion de D-homofenilalanina
descritos en la literatura, no tienen aplicacién en escala industrial por distintas
razones, particularmente de orden econdmico y ambiental, por lo que este
intermedio no esta disponible comercialmente en escalas productivas. Asi, por
ejemplo, el método enzimatico descrito por lwasaki,*’ que utiliza células enteras
de Pseudomona putida ofrece la ventaja de transformar, con rendimiento
cuantitativo, la 5-feniletilhidantoina racémica en N-carbamoil-D-homofenilalanina,
este ultimo, precursor del aminoacido D-homofenilalanina. Este proceso, sin
embargo, emplea una enorme cantidad de células desecadas (200% del peso de

la hidantoina), lo cual hace a este proceso, a todas luces inviable para escala

industrial.

Por lo anterior, se ve la necesidad de desarrollar un proceso enzimatico
optimizado, con potencial aplicacion industrial, para la obtencion de D-

homofenilalanina.
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5. Objetivos

Objetivo general:

Comparar la actividad aminoacilasa de diferentes mamiferos en la resolucion

enzimatica de la N-acetil-DL—homofenilalanina.

Objetivos particulares:

Buscar actividad aminoacilasa en polvos aceténicos de rifiéon de
diferentes mamiferos y evaluar su actividad con Ila N-
acetil-DL—-homofenilalanina como modelo de estudio.

Desarrollar un método analitico para la cuantificacion de la actividad
aminoacilasa de rindn de mamiferos.

Cuantificar la cantidad de proteinas solubles en los diferentes polvos
acetonicos de rifidn de mamiferos.

Explorar la aplicacion de la actividad aminoacilasa de los polvos de rifidn
de especies de mamiferos en la resolucion de: acido N-acetil-DL-a-
aminobutirico, N-acetil-DL-fenilalanina, N-acetil-DL-fenilglicina, N-acetil-DL-
triptéfano, N-acetil-DL-metionina, N-acetil-DL-valina.

Determinar la pureza optica de los correspondientes aminoacidos

obtenidos.
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6. Hipotesis

Es factible emplear la actividad de la enzima aminoacilasa contenida en los
polvos acetonicos de riidn de mamiferos para efectuar la resolucion de

aminoacidos N-acetilados, evitando el aislamiento y purificacion de la enzima.
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7. Material, reactivos y equipo

Material biolégico

Rinones de mamiferos de entre 30 y 45 minutos después de su sacrificio.

Bovino Bos taurus

Rata Rattus norvegicus
Canino Canis familians
Ovino QOuis ammon aries
Porcino Sus scrofa

Reactivos, material y equipo

Acetato de etilo

Acetona

Acido bicinconinico

Acido clorhidrico

Acido tricloroacético

Agua destilada

Anhidrido acético
Bicarbonato de sodio anhidro
Carboén activado

Carbonato de sodio anhidro
Celita

Cloruro de colbalto

Etanol

Fosfato monobasico de potasio
Hexano

Hidroxido de amonio
Hidroxido de sodio solido
Isopropanol

Metanol

N-acetil-DL—-butirina

grado técnico destilado
grado técnico destilada
Aldrich

J. T. Backer

Aldrich

Backer
Backer
Backer
Backer
Backer
. T. Backer
grado técnico destilado
J. T. Backer
grado técnico destilado
J. T. Backer
J. T. Backer
grado técnico destilado
grado técnico destilado
Aldrich

S e
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N-acetil-DL—fenilalanina Aldrich
N-acetil-DL—fenilglicina Aldrich
N-acetil-DL—homofenilalanina Aldrich
Sulfato cuprico pentahidratado J. T. Backer
Ninhidrina J. T. Backer
Tartrato dibasico dihidratado ). T. Backer

Embudos de separacion
Embudos Buchner
Embudos de filtracion
Matraz Erlenmeyer
Matraz Kitasato

Matraz volumétrico
Papel filtro Watman
Pipetas graduadas
Pipetas Pasteur
Probetas

Termdémetros

Tubos para centrifuga con tapa
Vasos de precipitados
Vidrios de reloj

Aparato de puntos de fusion Fisher Johns
Balanza analitica SARTORIUS® BP22IS

Balanza semianalitica OHAUS® $200

Bario de agitacion orbital Lab Line®

Bario de agua Precision®

Centrifuga clinica Cole Parmer 17250-00
Espectrofotometro UV/Visible Pharmacia Biotech Ultrospec® 2000
Estufa de vacio Precision®

HPLC Waters®

Micropipetas Gilson® capacidades 100 — 1000 uL
Placas de calentamiento con agitacién Corning®
Polarimetro Perkin Helmer 341

Potenciometro Methrom Brinkmann 713
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Rotavapor IKA-Werke 7813

Sonicador Ultrasonic Processor GEX600
Triturador Ultra-Turrax IKA-Werk TP18/10S50
Ultracentrifiga BECKMAN Avanti™ J-25I
Ultracentrifiga Eppendorf 5417R
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8. Parte experimental

8.1. Procedimiento general para la preparacion de los polvos aceténicos

de rinon

Cada uno de los riflones de ovino, porcino, canino, bovino y rata recién
sacrificados, se transportaron en hielo desde el punto de recoleccién al
laboratorio, se cortaron en trozos pequeros eliminando la mayor cantidad
posible de tejido adiposo y se colocaron en un vaso de licuadora. Se cubrié con
3 volumenes de acetona a 5 °C y se licud durante 5 minutos, se filtr6 al vacio, se
escurrié bien y el tejido molido se licué dos veces mas con la misma proporcion
de acetona fria, se seco en corriente de aire en campana, se tamizd sobre un

tamiz de 20 mallas y se guardé a — 20 °C en frascos de tapa hermética.

8.2 Hidrdlisis enzimatica de N-acetil-DL-homofenilalanina, con polvos

acetonicos de los rinones de mamiferos.

Para cada uno de los polvos aceténicos de las especies de mamiferos en

estudio, se siguid el siguiente protocolo:

A 2 g de N-acetil-DL—homofenilalanina, contenidos en un matraz erlenmeyer de
250 mL se adicionaron 50 mL de solucién amortiguadora de fosfatos 0.2 molar
pH 7.5 conteniendo 10 mg/L de CoCl, y se ajusté el pH de la mezcla
nuevamente a 7.5 con NaOH al 20%. A la solucién se agregaron 500 mg de
polvo aceténico de rifion de mamifero y se incub6 a 37°C con agitacion de 250
rpm.

A las 24 horas, los matraces que contenian los polvos acetdnicos de bovino,

ovino y porcino presentaban un precipitado correspondiente al aminoacido libre,
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por lo que se enfriaron a 5 °C, se les ajusto el pH a 11 con NaOH al 20% y se
centrifugaron a 6,000 rpm durante 15 minutos. Los sobrenadantes se filtraron
sobre celita, a los filtrados se les ajust6 el pH a 6.3 con HCI al 10 N, con lo que
precipitd la L- homofenilalanina, se filtro, se lavo con la minima cantidad de agua
helada y se secd a 60 °C hasta peso constante. Las aguas madres de cada
experimento se ajustaron a pH 2.3 con HCI 10 N, se enfriaron en bafio de hielo
durante 2 horas, se filtro la N-acetil-D-homofenilalanina, se lavo con la minima
cantidad de agua helada y se seco a 60 °C hasta peso constante.

A los matraces correspondientes a canino y rata, se les dejé en incubacion
hasta 90 horas sin observar precipitacion, por lo que se descartaron éstos

mamiferos.

La L—homofenilalanina obtenida de cada uno de los mamiferos en estudio, se
suspendié en 10 volimenes de agua, se le adicion6 HCI 10 N hasta pH 1.2, se
tratd con carbén activado y se filtré sobre celita. Cada filtrado se ajusté a pH 6.3
con NaOH 10 N, se filtré la L=homofenilalanina reprecipitada y se sec6 a 60 °C

hasta peso constante. Los resultados se muestran en la tabla 1.

La N-acetil-D—homofenilalanina cruda obtenida en cada experimento, se
suspendié en 30 volumenes de acetato de etilo, se calent6é a reflujo hasta
completa disolucion, se traté con carbon activado, se filtré en caliente sobre
celita, el filtrado se enfrio a 5 °C, se filtré y se sec6 a 60 °C hasta peso

constante. Los resultados se muestran en la tabla 2.
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Determinacion del exceso enantiomérico de los productos de la hidrolisis

enzimatica.

Preparacion del éster metilico de la L—homofenilalanina de bovino, ovino y

porcino.

Se suspendieron 300 mg, (1.67 mmol) de L-homofenilalanina en 6 mL de metanol
anhidro, se enfrié6 a =10 °C, se adicionaron lentamente 156 uL de SOCI, (2.18
mmol). La mezcla de reaccién se dejo 1 hora entre =5 y =10 °C, se calent6 entre
40 y 45 °C durante 1 hora. El curso de la reaccion se monitoreé por CCF
(isopropanol — hidréxido de amonio 7:3, revelando color por aspersion de
ninhidrina al 0.2 % en metanol), hasta completo consumo de la materia prima, la
mezcla de reaccién se concentrd con vacio hasta sequedad en un rotavapor, el
clorhidrato del éster metilico de la L-homofenilalanina se disolvié en la minima
cantidad de agua fria, se alcalinizé6 con bicarbonato de sodio, se extrajo con
acetato de etilo (3 x 5 mL) y se evaporé a sequedad.

El éster metilico de la L-HFA se analiz6 por HPLC quiral, en una columna
CHIRALCEL OD; hexano— isopropanol 90:10. Los resultados se muestran en la

tabla 1, los cromatogramas se incluyen en los anexos.

Preparacion del éster metilico de la N-acetil-D—homofenilalanina de bovino,

ovino y porcino.

Se suspendieron 360 mg, (1.63 mmol) de N-acetil-D—homofenilalaninaen 6 mL
de metanol anhidro, se enfrié a —10 °C, se adicionaron lentamente por goteo 156
uL de SOCI; (260 mg, 2.18 mmol). La mezcla de reaccion se dejo 1 hora entre -5
y -10 °C, luego se calent6 entre 40 y 45 °C. La reaccién se monitoreé por CCF
(hexano — acetato de etilo 7:3, revelando con yodo), hasta que desaparecio la

N-Ac-D-HFA. La mezcla de reaccion se evaporo a temperatura media en un
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rotavapor, el sélido fue disuelto en la minima cantidad de agua fria, se alcalinizé
con bicarbonato de sodio, se extrajo con acetato de etilo (3 x 5 mL) y se evapor6
a sequedad. El éster metilico de la N-Ac-D-HFA se analizé por HPLC quiral, en
una columna CHIRALCEL OD; hexano — isopropanol 90:10. Los resultados se

muestran en la tabla 2; el cromatograma se incluye en el anexo.

8.3 Cuantificacion de proteinas solubles de los polvos acetonicos de

rinon de bovino, ovino y porcino.

Obtencion de las proteinas solubles de los polvos acetonicos de rifidn de bovino,

ovino y porcino.

Se dispersaron 300 mg de polvos aceténicos en 15 mL de solucion
amortiguadora; la dispersion se sonicd a 30 % (8 pulsos de 20 s). El sonicado se
centrifugd a 15,000 rpm durante 30 minutos a 4° C. Se separo6 el sobrenadante y
se tomo una muestra para la cuantificacion de proteinas; el resto se guardé a

—20 °C en frascos tapados herméticamente.

Determinacién de proteinas por el método del acido biscinconinico (BCA)*

Para cada una de las muestras de extracto proteico obtenidas en el paso
anterior, se realizd el siguiente procedimiento: Se tomaron 100 pL de muestra
diluida 1:6 con agua destilada y se adicion6 1 mL de la solucion AB; se incubo a
37 °C durante 30 minutos y se enfri6 con agua helada. Se leyeron las
absorbancias a 562 nm y se determin6 la concentracion de proteinas por

extrapolacion en una curva patrén de albumina de bovino.

* Preparacion de los reactivos en el anexo.
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Grafico 2. Determinacion de proteinas por el método del acido bicinconinico (BCA)® Curva

patron: absorbancia contra concentracion de albumina.

De la curva anterior se obtuvo la siguiente ecuacién:

[C] (M9/HL)prot. = [(Abs M — 0.14654)/2.22677] x dilucién.

Los resultados de la cuantificacion de proteinas totales solubles de los polvos

acetonicos de las especies de mamiferos en estudio se muestran en la tabla 3

8.4 Determinacion de la actividad especifica de la aminoacilasa contenida
en polvos acetonicos de rinén de bovino.

Se realiz6 un transcurso en el tiempo del sustrato N-acetil-DL—homofenilalanina

con el extracto enzimatico de los polvos acetonicos de riidn de bovino ya que

éstos generaron los mejores rendimientos y purezas oOpticas de los productos

esperados.

* Preparacion de los reactivos en el anexo.
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Preparacion de polvos aceténicos de corteza de rinén de bovino (método 2).
Se siguié el mismo protocolo del punto 8.1, con algunas modificaciones:

Se disecd la corteza del rindn, se colocé en un vaso de precipitados, se cubrid
con 3 volumenes de acetona a -15 °C y trozos de hielo seco; se molidé en un
triturador Ultra-turrax durante 3 minutos, se centrifugd a 15,000 rpm durante 10
minutos a 4 °C y se decant6 el sobrenadante. El tejido molido se traté como se

describe en el punto 8.1.

Preparacion del extracto enzimatico (EZ) de corteza de rifién de bovino

Para 800 mg de polvo aceténico de corteza de rifion de bovino, se obtuvo el
extracto enzimatico como se describe en el punto 8.3; se tomé una muestra para
la cuantificacion de proteinas de la cual dio una concentracion de 6,33 mg/mL, el

resto se reservo para la incubacion con el sustrato N-acetil-DL-homofenilalanina.

Preparacion del sustrato N-acetil-DL—homofenilalanina

Se prepararon 25 mL de una solucién 200 mM de N-acetil-DL—homofenilalanina,

pHa7.5b

De la solucién anterior, se hicieron diluciones a las siguientes concentraciones

de sustrato:
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Concentracion (mM) de N-acetil-DL-homofenilalanina

/

ala|clole|r|s]n

10’25‘50’75'100‘125‘150'175‘200

Medicion de la reaccion enzimatica.
Para la concentracion de sustrato 10mM (A)

Se rotuld una serie de tubos desde A; hasta Ag, se colocaron en bafio de hielo y
se les adiciond a cada uno 200 pL de la solucién A previamente enfriada a 5 °C,
y 200 pL del extracto enzimatico EZ previamente enfriado a 5 °C, los tubos se

mezclaron en un vortex, se temporizaron y se incubaron a 30 °C.

Al tiempo de 1 hora, al tubo Ay se le adicionaron 200 pL de acido tricoloacético
al 50 % para detener la reaccion, a las 2 horas para el tubo A; se repitié el paso

anterior y asi sucesivamente cada hora hasta As.

Las muestras A; — Ag se centrifugaron a 14 000 rpm, 4 °C, durante 10 minutos;
se pasaron 350 pL del sobrenadante a tubos limpios y se les adicionaron 750 pL
de reactivo de ninhidrina,” se incubaron a 82 °C durante 5 minutos, se enfriaron
a 4 °C, se pas6 cada muestra a celdas de espectrofotometria para leer las
absorbancias a 507 nm. Las absorbancias se transformaron en unidades de
concentracion de L-HFA por extrapolacion en una curva estandar y se graficaron
contra el tiempo (horas). Se determind por regresion lineal la pendiente Vo

(velocidad inicial).

Todo el procedimiento anterior se repié para cada una de las concentraciones de

N-acetil-DL-homofenilalanina, desde la concentracion B hasta la concentracion /.

Las velocidades iniciales se graficaron contra la concentracion de L-HFA y por

ajuste de la ecuacion de Michaelis-Menten por regresion no lineal, se obtuvo la

método para preparar el reactivo de ninhidrina en el anexo.
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velocidad maxima de reaccion catalizada por la aminoacilasa y su actividad

especifica. Los resultados se muestra en el grafico 3.

8.5 Estudio preeliminar de la resolucion enzimatica de otros N-acetil-DL-

aminoacidos.

El estudio de la aminoacilasa contenida en los polvos acetonicos de rifiones de

bovino, ovino y porcino, se extendié a la resolucion de otros DL-a-aminoacidos

N-acetilados.
COOH COOH
o COOH
R Aminoacilasa R” .
NH NH R”SNH
x - Lo
(@] (@]
N-acetil-DL-aminoacido N-acetil-D-aminoacido L-aminoacido

Los aminoacidos empleados fueron: acido DL-a-aminobutirico, DL-fenilalanina,

pL-fenilglicina, DL-metionina, DL-valina y DL-tript6fano.

Cada uno de estos aminoacidos se acetilo siguiendo el procedimiento que se

describe para la homofenilalanina:

A una solucion fria de homofenilalanina 12.5 g (69.7 mmol) en 115 mL de agua,
y 2.79 g (69.7 mmol) de NaOH, (0 - 5 °C), se adicionaron 9.26 g (90.6 mmol) de
anhidrido acético, manteniendo el pH entre 11 y 11.5, por adicion de NaOH al 50
%. Después de la adicion se mantuvo la temperatura y pH durante una hora.
Después de acidificar con HCI 10N a pH de 2.3, la mezcla se enfri6 (0 - 5 °C) por
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una hora, se filtro, se lavd con la minima cantidad de agua fria y se sec6 hasta

peso constante.

Los N-acetil-DL-aminoacidos obtenidos (N-acetil-DL-butirina, N-acetil-DL-
fenilalanina, N-acetil-DL-fenilglicina, N-acetil-DL-metionina, N-acetil-DL-valina y N-
acetil-DL-triptéfano) fueron sometidos a resolucién con la aminoacilasa de polvos

acetonicos siguiendo el procedimiento descrito en el punto 8.2.
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9. Resultados y discusion

Para el logro de los objetivos de este proyecto se requiri6 de una fuente
accesible y viable de aminoacilasa. Por esta razon se decidié evaluar la
posibilidad de emplear un preparado enzimatico crudo proveniente de rifiones de
mamiferos. Los mamiferos elegidos por su disponibilidad fueron: bovino, canino,

ovino, porcino y rata.

Un preparado enzimatico crudo, tiene grandes ventajas econdmicas, ya que el
proceso de purificacion de una enzima a partir de una fuente natural, suele ser

un proceso laborioso, por lo que los costos de las enzimas purificadas suelen ser

altos.

Debido a la presencia de proteasas en los rifiones, que degradan a las enzimas
en general, fue necesario conseguir los rifiones de animales recién sacrificados,

transportarlos en hielo y procesarlos con la mayor rapidez posible.

El proceso de obtencién del preparado enzimatico crudo, que aqui nombramos
polvos acetoénicos de rifidn, consiste en la trituracion del tejido, desengrasado y

conservacion.

Por otro lado, debido al interés en desarrollar un proceso para obtener ambos
enantidmeros de la homofenilalanina, se decidio realizar este estudio empleando

como modelo la N—acetil-DL—homofenilalanina.

Como se puede observar en las Tablas 1 y 2, los mejores resultados en la
resolucion enzimatica de la N-acetil-DL—homofenilalanina se obtuvieron con los
polvos acetonicos de rifion de bovino. Con los polvos acetdnicos de rifion de
canino y rata no se observo biotransformacion, ain después de 90 horas, por lo

que estas especies se descartaron del estudio.
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Tabla 1. L-homofenilalanina.
. Rendimiento [a] @ .
Especie ee %
%° (c=1, HCI 3N)
Ovino 34.0 + 44 .80° 99.4
Bovino 41.0 +45.19° 99.9
Porcino 40.0 +45.12° 99.9
a Lit. [a] = +47.5° (¢= 1.0, 3N HCI)
v Determinado como el éster metilico sobre una columna CHIRALCEL OD.
c Los rendimientos se reportan en base al 100% del total del sustrato racémico.
Tabla 2. N-acetil-D—homofenilalanina.
_ Rendimiento [a] 2 .
Especie 3 ee %
% (c=1, CHsOH)
Ovino 26.0 -18.93° 94.0
Bovino 37.5 -19.54° >99.0
Porcino 33.0 -19.43° 96.0

a Lit. [a] =-19.2° (c= 1.0, CH3OH)
b Determinado como el éster metilico sobre una columna CHIRALCEL OD.
¢ Los rendimientos se reportan en base al 100% del total del sustrato racémico.

En vista de la similitud de los resultados anteriores, se cuantifico la
concentracion de proteinas totales del extracto de los polvos acetonicos de rifion
de cada mamifero, observandose también contenidos semejantes de proteinas

en los extractos de bovino, ovino y porcino (Tabla 3).
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Concentracién de proteinas de los extractos de los polvos acetonicos

Tabla 3. o : 4 ;
de rindn de bovino, ovino y porcino.

B Concentracion
Extracto protéico

mg / mL
Bovino 4.81
Ovino 4.56
Porcino 412

Se decidio entonces comparar el contenido proteico de los polvos aceténicos de
rinén entero y de corteza de rifidn de bovino, encontrandose que la
concentracion de proteinas solubles de los polvos acetonicos de la corteza, es

mas alta (6.33 mg de proteinas por mL de extracto).

Ahora bien, para determinar la actividad de la enzima se realizé una cinética
enzimatica con el extracto de proteinas solubles del polvo aceténico de la
corteza de bovino. El gréafico 3 describe una cinética micaeliana de la cual se
puede concluir que la aminoacilasa-1 de rifidon de bovino trabaja con una Viax, de

12.4 + 0.98 pmol min” mL™ y una constante de afinidad por el sustrato Km =

65.0 + 12.7 mmol L.
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10.0-
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0 50 100 150 200
[L-HPA] mmol L*

Grafico 3. Velocidad inicial contra la concentracion de L—homofenilalania, con ajuste a la
cinética de Michaelis-Menten.

La actividad especifica de la enzima se determiné como actividad, especifica, ya
que aungue se conoce la concentracion total de proteinas en el medio de
reaccion (3.165 mg mL™), no se conoce la concentracion de la L-aminoacilasa
presente al no ser una enzima purificada. Asi, bajo las condiciones descritas en
el procedimiento la actividad especifica fue de 3.9 mmol min™' mg™ Este dato
permite predecir el tiempo en el cual la reaccion sera completa a la

concentracion de sustrato empleada por unidad de enzima.
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Con la intencion de extender el estudio de la aplicacion de los polvos acetdnicos
de rindn para la resolucion de otros N-acetil-DL-aminoacidos, se realizaron
pruebas preliminares con la metodologia que se empled para la resolucion de la

homofenilalanina.

En las tablas 4-6, se muestran los resultados obtenidos del aislamiento de los
N-acetil-D—aminoacidos recuperados de la resolucion.

Tabla 4. Acido N-acetil-D—aminobutirico.
s Intervalo de
Rendimiento al @ i
Especie (o] fusion®
CVOC (C=2, HZO) oC
Ovino 452 +36.2° 125-127
Bovino 255 +35.4° 128-129
Porcino 321 +38.5° 129-130
s Lit. [a] = + 40.0° (c= 2.0, H20)
b Ref. 124-127 °C
¢ Los rendimientos se reportan en base al 100% del total del sustrato racémico.
Tabla 5. N-acetil-D—fenilalanina.
- Intervalo de
Rendimiento [a] e
% (c=1.7, EtOH) °C
QOvino 36.1 -356° 163-165
Bovino 36.9 -36.4° 168-170
Porcino 36.6 - 36.1° 163-165

a Lit. [a] = - 49.3° (c= 1.7, EtOH)

b Ref. 170-171 °C
¢ Los rendimientos se reportan en base al 100% del total del sustrato racémico.
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Tabla 6. N-acetil-D—fenilglicina.
_ Rendimiento [a] 2 Intervgiobde
Espec|e & fLISlon
% (c=1.3, EtOH) °C
Ovino 37.0 -179.0° 190-195
Bovino 21.5 -183.4° 190-195
Porcino 35.0 -167.0 ° 187-190

a Lit. [t] = - 215.0° (c= 1.3, EtOH)
b Ref. 190-191 °C
c Los rendimientos se reportan en base al 100% del total del sustrato racémico.

Para los N-acetil-aminoacidos de la tabla 7, no se cuantificaron los rendimientos
de los productos de la biotransformacién, debido a los problemas implicitos en el
aislamiento de los mismos. Después de 24 horas de incubacion a 37 °C, la

prueba se considerd positiva cuando se observo el aminoacido libre por CCF.

Tabla 7 N-acetil-DL-aminoacido Actividad aminoacilasa ?

N-acetil-DL-triptofano -
N-acetil-DL-metionina +

N-acetil-DL-valina +

# El aminoéacido se detectd por CCF, revelado con sol. de ninhidrina al 2% en EtOH.

Para poder llevar a cabo un aislamiento efectivo de los productos deseados, es
necesario realizar numerosos ensayos para mejorar su rendimiento y pureza,
considerando para cada aminoacido en particular, sus propiedades fisico-
quimicas de modo que puedan separarse los enantiomeros resueltos por accion

de la enzima aminoacilasa.
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10. Conclusiones

Se encontré actividad de aminoacilasa en polvos acetdnicos de rifiones de
bovino, ovino y porcino; esta actividad no se observo en los polvos aceténicos

de los rifiones de canino y rata.

Se demostro la actividad enzimatica de los polvos acetdnicos conservados a

temperatura de -20° C hasta 6 meses.

La mayor actividad especifica se presenté en los polvos aceténicos de riion de
bovino. Se logré una resolucion eficiente de la N-acetil-DL-homofenilalanina
empleando una proporcién del 25 % de polvo aceténico de bovino en relacion al

peso del sustrato en un tiempo de 24 horas.

De los resultados obtenidos en la resolucion de la N-acetil-DL-homofenilalanina,
se concluye que este método se puede escalar a nivel industrial, ya que se
realizo el escalamiento de la resolucion de la N-acetil-DL-homofenilalanina hasta

un lote de 20 g.

Se desarrollé un método analitico para medir la actividad aminoacilasa de rifién

de bovino en la resolucion de la N-acetil-DL-homofenilalanina.

Las pruebas preeliminares realizadas nos permitieron confirmar que es posible

extender la aplicacion de la metodologia desarrollada para la resolucion
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enzimatica de la N-acetil-homofenilalanina con la aminoacilasa contenida en
polvos acetonicos a la resolucién de otros aminoacidos N-acetilados con
resultados alentadores; sin embargo, hay que considerar que los procedimientos

no estan optimizados en la parte de biotransformacion ni en la del aislamiento.
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Anexo 1

Analisis por HPLC quiral del éster metilico de la L-homofenilalanina obtenida de

la resoluciéon con polvos acetdnicos de bovino, ovino y porcino.

Condiciones:

Flujo: 1 mL/min Fase: Hexano-Isopropanol (90:10)
Longitud de onda (A): 210 nm Columna: Chiralcel OD
Temp: 20 °C Tiempos de retencion: (L) = 9.35 min (D) = 14.10 min

(L) = 9.35 min (D) = 14.10 min

Cromatogramas: .

@)

)

BT T N ket
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Anexo 2

Analisis por HPLC quiral del éster metilico de la N-acetil-DL-homofenilalanina

obtenida de la resolucién con polvos acetonicos de bovino, ovino y porcino.

Condiciones:
Flujo: 1 mL/min Fase: Hexano-Isopropanol (90:10)
Longitud de onda (2): 210 nm Columna: Chiralcel OD
Temp: 20 °C Tiempos de retencion: (L) 14.8 = min (D) =12.5 min

(D)=125mm (L)=14.8 mn

Cromatogramas: f

™
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Anexo 3

Preparacion de los reactivos A y B para la determinacion de proteinas por el
método del acido bicinconinico (BCA)*®

Reactivo A (BCA)

BCA 5.00g
Na;COj3 anhidro 8.55¢
Tartrato dibasico dihidratado 0.80g
NaOH lentejas 2.00g
NaHCO3; anhidro 4.73g
H20 destilada c.b.p. 500 mL

Se disolvieron las sales en agua destilada, se ajusté el pH a 11.3 con NaOH

10N, se aford la solucién a 500 mL con agua destilada.

Esta solucidn es estable hasta por 6 meses en refrigeracion.

Reactivo B
CuSQO4 * 5 HO 4 g/100 mL

Esta solucion es estable hasta por 6 meses a temperatura ambiente.

Solucion de trabajo AB: se mezcla 1 volumen de reactivo B + 49 volimenes de

reactivo A

Esta solucién es estable a tempearatura ambiente hasta por 2 horas, solo debe prepararse el
volumen necesario.
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Anexo 4

Preparaciéon del reactivo de ninhidrina para el desarrollo de color de
aminoacidos.*

CdCOs3 0.940g
HCI 0.87 mL
Etanol puro 80.0 mL
Acido acético glacial 10.0 mL
Ninhidrina 08¢

En un vaso de precipitados, se adiciono6 el carbonato de cadmio y se solubilizd
con el acido clorhidrico adicionado lentamente por goteo y con agitacion, se
adicionaron los demas reactivos y se guard6 la soluciéon en un frasco de

polietileno en refrigeracion.

Esta solucion es estable hasta por 3 meses en refrigaracion.
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12. Abreviaturas

Abs wm
Afec.
BCA
CCF
col.
Conc., [C]
COX-1
COX-2
D

Da
ECA
ce
Enfs.
HIV
HPLC

L-HFA

M

mM

Mtdo.

N
N-Ac-D-HFA
N-Ac-DL-HFA
nm

Per.

pH.

prot.

R

nm
sp

SSA
St Alb.
THF

Abreviaturas

absorbancia de la muestra
afecciones

acido bicinconinico

cromatografia en capa fina
colaboradores

concentracion

ciclooxigenasa 1

ciclooxigenasa 2

dextrogiro

dalton

enzima convertidora de la angiotensina
exceso enantiomérico
enfermedades

virus de inmunodeficiencia humana
cromatografia de liquidos de alta resolucion
levogiro

L-homofenilalanina

mol/L

milimolar

meétodo

eq/L

N-acetil-D-homofenilalanina
N-acetil-DL-homofenilalanina
nanémetros

perinatal

potencial hidrogeno

proteinas

Rectus
(giro en el sentido de las manecillas del reloj)

revoluciones por minuto

sin especie

Sinister

(giro en sentido opuesto de las manecillas
del reloj)

Secretaria de Salud

solucion estandar de albumina
tetrahidrofurano
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Tum. tumores
Vo velocidad inicial
[] rotacion especifica
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