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- 1. RESUMEN

Se estudio la biotransformacion de aldehidos aromaticos por medio de levaduras
en condiciones de fermentacion. El objetivo principal de este proyecto, la sintesis de la
R-1-hidroxi- 1-(4-hidroxifenil)-2-propanona, fue parcialmente cubierto con la obtencion

del éter metilico analogo, que podria ser utilizado para la sintesis de algunos farmacos

adrenérgicos como la nilidrina y Ia isoxuprina.
Para lograr este objetivo se realizaron las siguientes actividades:

1. Se reprodujeron de las condiciones descritas en la literatura para la sintesis de la R-1-
hidroxi-1-fenilpropanona (el analogo no sustituido en el anillo) utilizando diferentes
marcas de levaduras de panificacion (Saccharomyces cerevisiae) comercialmente
disponibles en el pais.

2. Se estudi6 la influencia de las diferentes variables en la produccion de la R-1-hidroxi-
1-fenilpropanona empleando levaduras de panificacion. '

3. Se comparo la actividad de S. cerevisiae y de Kluyveromyces marxianus como
agentes promotores de la condensacion de aldehidos aromaticos.

3. Se aplicaron las condiciones Optimas de fermentacion, tanto con S. cerevisiae como
con K. marxianus, sobre varios benzaldehidos con funcién oxigenada en posicion para.
El sustrato mas conveniente resulto ser el 4-metoxibenzaldehido.

4. Se optimizaron las condiciones de fermentacion con K. marxianus sobre el 4-
metoxibenzaldehido, estudiando la influencia de diferentes variables sobre esta
biotransformacion.



2. INTRODUCCION

A pesar de la creciente importancia que se le da en terapéutica al uso de firmacos épticamente
purcs cuando la actividad biologica reside en uno de los enantidmeros, se sigue administrando
mezclas racémicas de un gran numero de ellos. La presencia del isdmero inactivo implica a
menudo solo la necesidad de consumir una dosis mayor del medicamento, aunque en algunos
casos los efectos secundarios son producidos por el otro enantiomero, lo que significa mayor
toxicidad de la mezcla racémica comparando con el enantiomero terapéuticamente util (Crosby,
1991).

Los farmacos adrenérgicos (también llamados simpaticomiméticos) tienen una amplia variedad de
aplicaciones en terapéutica, pues ejercen efectos sobre diferentes tejidos de manera similar a la
adrenalina o epinefrina, que es la principal hormona simpaticomimética producida por la glandula
suprarrenal. Estos firmacos son administrados en la actualidad, usualmente como mezclas
racémicas, para el tratamiento de afecciones cardiovasculares, como bronquiodilatadores,
relajantes del utero y descongestionantes nasales.

La aplicacion de métodos biotecnologicos en sintesis organica, haciendo uso de microorganismos
vivos o de enzimas aisladas para realizar transformaciones quimicas,. es un campo poco explotado
en nuestro pais que en los ltimos afios ha adquirido importancia por el potencial que representa
para la obtencion de compuestos quirales. Siendo las enzimas, ya sea aisladas o presentes en el
microorganismo, sustancias de naturaleza quiral, las reacciones que ellas promueven dan lugar a
productos con alto grado de enantio y diastereoselectividad. Entre los microorganismos, las
levaduras de panificacién son las preferidas por muchos quimicos organicos, pues son poco
costosas, versatiles, resistentes a la contaminacion vy de facil reproduccion.  Las reacciones
promovidas por microorganismos suelen tener problemas de aislamiento por los grandes
volimenes empleados y por los productos laterales que se pueden formar como resultado de la
accion de gran variedad de enzimas presentes en el microorganismo. Sin embargo, se han
descrito muchas transformaciones con levaduras que, con un método adecuado de extraccion, dan
el producto deseado con buen rendimiento quimico y enantiomérico. Si la biotransformacion es
efectuada sobre una materia prima poco costosa en el punto adecuado del proceso sintético, los
problemas mencionados, inherentes a una biotransformacion, pueden ser superados para hacer un
proceso viable en escala industrial.

Entre los parametros que afectan el curso de una biotransformacién estin el pH, la naturaleza de
los nutrientes, la concentracion del sustrato, la proporciéon de células, las condiciones de
crecimiento, etc., pero sin duda el factor determinante es la estructura quimica del sustrato, que

puede tener gran influencia en la quimo y estereoselectividad de la reaccion.

El trabajo desarrollado es parte de un proyecto que pretende explordr la utilizacién de las
levaduras para promover biotransformaciones sobre sustratos que llevarian a la formacion
enantioselectiva del isomero farmacoldgicamente util de algunos farmacos del tipo de los
aminoalcoholes adrenérgicos, que poseen al menos un centro quiral y que, por lo tanto, presentan
al menos dos formas enantioméricas, de las cuales una es la responsable de la actividad
farmacologica util.



3. GENERALIDADES

3.1 FARMACOS QUIRALES

Una gran proporcion de principios activos para uso farmacéutico presentan en su estructura
molecular al menos un centro quiral, y por tanto existen en dos formas enantioméricas, o sea
imagenes especulares no superponibles.

Se conocen numerosos ejemplos de fairmacos que presentan actividad {inicamente en una de sus
formas enantioméricas. Por ejemplo, el isomero (+) del acido ascorbico tiene propiedades
curativas contra el escorbuto, mientras que el isdmero levorotatorio es inactivo.

Los estudios dedicados a la relacion estructura-actividad en este tipo de sustancias sugieren que
se forman complejos diasteroméricos entre el farmaco quiral y los receptores bioldgicos en los
que la relacion existente entre el fairmaco y el receptor es la misma que se da, por ejemplo, entre
una cerradura y su llave para que se dé la respuesta esperada. En un receptor puede haber tres o
mas puntos de interaccion que coincidiran con s6lo uno de los enantiémeros de un farmaco,
mientras que el otro enantidmero no podra satisfacer esta condicion.

Se dan casos también en los que existe actividad biologica totalmente diferente entre los isomeros
que forman un par enantiomérico. Un ejemplo dramatico es la talidomida, cuyo isdmero (S) es un
tranquilizante, mientras que el (R) posee poderosos efectos teratogenos.
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3.2 FARMACOS ADRENERGICOS

El sistema nervioso simpatico (S.N.S.) o sistema nervioso auténomo esta mvolucrado en la
regulacion de una amplia variedad de funciones centrales y periféricas, entre las cuales figuran el
ritmo y fuerza cardiacos, el tono vascular, la presién sanguinea, el tono de los conductos
bronquiales, el metabolismo de lipidos y carbohidratos, el estado de animo y el apetito. La



estimulacién del S.N.S. ocurre normalmente como respuesta a la actividad fisica, situaciones de
tensidn emocional o reacciones alérgicas. Los firmacos que estimulan o alteran la actividad del
S.N.S., llamados farmacos adrenérgicos o simpaticcmiméticos, son itiles en el tratamiento de
varios estados clinicos, como hipertension, shock, falla y arritmia cardiaca, asma, alergia y
anafilaxis (Geodman y Gilman, 1988).

La norepinefrina (1) es el principal transmisor adrenérgico; se almacena en las terminaciones
nerviosas de los nervios simpaticos y es liberada como respuesta a la estimulacion de dichos
nervios, manteniéndose un nivel sanguineo necesario para el sostén de las funciones auténomas.
La epinefrina o adrenalina (2) es una hormona que se produce en las glandulas suprarrenales, y

cuya liberacion tiene como funcién producir los efectos que preparan al organismo para la "pelea
o la huida".

OH OH
HO@/K/NHz HO]@/'\/NHC Hs
HO HO

norepinefrina (1) epinefrina (2)

Se han sintetizado gran variedad de analogos estructurales de la adrenalina y se han realizado
estudios de relacion estructura-actividad que han llevado a la conclusion de que las aminas
simpaticomiméticas presentan diferentes mecanismos de accidn, y que actuan sobre diferentes
tipos de receptores distribuidos heterogéneamente en el cuerpo. Dichos receptores han sido
designados (Lands y col,, 1967) al, a2, 1 y B2, aunque recientemente algunos investigadores
(Bianchetti y Manara, 1990; Granneman, 1990) proponen la existencia de otros subtipos de
adrenoreceptores.

Segin el mecanismo de accion, los estimulantes adrenérgicos se clasifican en tres categorias: de
accion directa, de accion indirecta y de accion mixta. Los simpaticomimeéticos de accion directa
actian por formacidn de un complejo con receptores especificos (sitios en las células con los que
un farmaco reacciona para producir un efecto). El ejemplo mas representativo es la epinefrina o
adrenalina. Los firmacos adrenérgicos de accién indirecta promueven la liberacion de
catecolaminas, principalmente norepinefrina, de los granulos de almacenamiento en los terminales
nerviosos simpaticos. Son ejemplos la tiramina y la anfetamina. Los simpaticomiméticos de
accion mixta actuan por los dos mecanismos antes expuestos, siendo el caso de la efedrina y la
fenilpropanolamina. No siempre es posible hacer una distincion absoluta entre los
simpaticomiméticos de accién directa e indirecta. Muy probablemente, todos estos farmacos
actiian, unos mas que otros, por ambos mecanismos, esto eS, tanto sobre las zonas de los
receptores como sobre las zonas de almacenamiento de las catecolaminas.

Como se menciond antes, existen varios tipos de receptores adrenérgicos, y los farmacos
simpaticomiméticos pueden actuar sobre cualquiera de ellos, selectivamente o no. Un factor
determinante en la respuesta de un tejido a la accion de un farmaco adrenérgico es la proporcion y
densidad de los diferentes receptores en el tejido.



La estimulacion de los receptores o produce, entre otros etectos, vasoconstriccion de misculo
liso, estimulacion de glandulas y elevacion de la presion sanguinea. Los efectos metabolicos son
atribuidos a los receptores a2 presentes en higado y células grasas. La norepinefrina (1), es el
prototipo de estimulante o adrenérgico. La fenilefrina (3) y la dopamina (4) son otros ejemplos.
Hay abundancia de receptores o en los vasos sanguineos y en la piel
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Fenilefrina (3) Dopamina (4)

Los receptores 1 son responsables de la estimulacion del musculo cardiaco, vasodilatacién y
lipolisis. Son ejemplos de firmacos que los estimulan la epinefrina (2), isoxuprina (5) y nilidrina
(6), oxifedrina (7) y denopamina (8).
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Los farmacos que estimulan a los receptores B2 producen relajacion de musculo liso (p.’ej.,
bronquios o utero), glucogendlisis e inhibicion glandular. La epinefrina (2), isoproterenol (9),

salbutamol (10), terbutalina (11), efedrina (12) y metaproterenol (13) son algunos de los farmacos
que estimulan dichos receptores.



OH . OH OH

HO]@/k/NHCH(CHa)z NHC(CH3); HO J/L\ _NHC(CH;),

HO HO : \© ‘
oH CH

Isoproterenol (9) Salbutamol (10) Terbutalina (11)
OH OH
@AYNHC}% HO\EC)TK/NHCH(CHQZ
OH
Efedrina (12) Metaproterenol (13)

Los bloqueadores adrenérgicos antagonizan las acciones de los neurotrasmisores (norepinefrina y
epinefrina) o de otros firmacos simpaticomiméticos, uniéndose a los receptores correspondientes
sin producir una respuesta. Son 1tiles en el tratamiento de problemas cardiovasculares,
incluyendo hipertension, angina de pecho y arritmias. Los mas importantes por su utilidad en
terapéutica son los bloqueadores de receptores 3 (bloqueadores 3-adrenérgicos), de los cuales el
prototipo es el propranolol (14).

Propranolol (14)

Los requerimientos estructurales para la actividad adrenérgica hacia cada tipo de receptor han
sido objeto de diversos estudios. Para la estimulacién de los receptores o es comin una
ariletilamina con la amina sin sustituir o con un sustituyente no voluminoso. Para el caso de los
estimulantes -adrenérgicos, los requerimientos estructurales son una ariletanolamina en la que la
funcién amina es secundaria y el sustituyente sobre el nitrégeno es voluminoso. El isémero con
configuracion R en el atomo de carbono que posee el grupo hidroxilo es el mas activo (Patil y
col, 1970). La enantioselectividad es debida a la naturaleza quiral de los receptores, pero
también hay diferente actividad con respecto a la absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecion.



Con respecto a la actividad biologica de un par de enantiomeros, puede darse uno de los
siguientes casos:

a) Uno de los isomeros es activo mientras el otro es inactivo; por ejemplo, el (S) propranolol es
un potente bloqueador B-adrenérgico, mientras que el isoémero (R) es practicamente inactivo
(Smith, 1971)

b) Uno de los isdmeros es mas activo que el otro. Un ejemplo es el sotalol (15) . (Somani, 1968).

¢) Ambos enantiomeros son igualmente activos; esto ocurre en los casos en que la funcionalidad
sobre el centro asimétrico no se asocia directamente con el receptor. Por ejemplo, la p-
hidroxiamfetamina (16) racémica produce los mismos efectos que cada uno de los isomeros (Patil
y col., 1967).

d) Un isémero antagoniza los efectos del otro. Por ejemplo, el (+) isoproterenol antagoniza los
efectos del (-) isoproterenol. (Popa, 1984).

¢) Los isomeros presentan actividad bioldgica totalmente diferente: El isomero (-) de la efedrina
(12) es usado como bronquiodilatador, mientras que el isomero (+) es descongestionante nasal
(Hartley, 1971). Similarmente, el isémero (-)-eritro de la nilidrina (6) es estimulante f y el
isémero (+)-eritro es bloqueador de receptores o (VanKijk y col., 1963).

f) Un caso interesante es el reportado por Hartley (1971), quien describe una actividad
bronquiodilatadora del Salbutamol racémico (10) ligeramente mayor que la del isomero R, el cual
es 64 veces mais activo que el isdmero S, y por otro lado, ia mezcla racémica es diez veces mas
activa sobre el corazon (efecto secundario) que el isomero R y cien veces mas activa sobre el
corazén que el isomero S. Esto es, la forma racémica tiene mayor actividad bioldgica que
cualquiera de los enantiomeros puros, ocurriendo algun tipo de sinergismo, y comportandose la
mezcla racémica como una tercera especie molecular. Esta mayor actividad bioldgica de la mezcla
racémica es, sin embargo, acentuada en los aspectos cardiovasculares, lo que ocasiona que el
racemato presente importantes efectos laterales que limitan su valor terapéutico.

OH

NHCHCH),
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sotalol (15) p-hidroxiamfetamina (16)



3.3 SINTESIS ASIMETRICA.

Para una molécula con n centros asimétricos (atomo tetraédrico como el carbono con cuatro
diferentes sustituyentes) hay normalmente 2" posibles estereoisomeros. Si la sintesis de la
molécula no se realiza bajo condiciones asinatricas, se produciran todos los isomeros. La sintesis
asimétrica puede definirse como una reaccidn que conduce a !la formacién preferente de un
estereoisomero, debido a la quiralidad cxistente ya sea en el sustrato, en el disolvente o en el
reactivo, o, como lo expresan Morrison y Mosher (1976): "La sintesis asimétrica es una reaccion
en la cual un fragmento aquiral en el sustzato es transformado, por medio de un reactivo, en una
unidad quiral, de tal manera que los posibles estereoisomeros se forman en cantidades diferentes”.

Existen varias alternativas para la obtencion de sustancias Opticamente puras (Juaristi, 1991):

a) Resolucion (separacion de los enantidmeros), que puede ser quimica, cinética, cromatografica
0 enzimatica.

b) Sintesis asimétrica

c¢) Biotransformaciones (empleando microorganismos o enzimas aisladas) (Csuk y Glanzer,
1991). |

d) Uso de productos naturales dpticamente activos como materias primas, p. €j., aminoacidos,
hidroxiacidos, terpenos, carbohidratos u otros productos naturales enantioméricamente puros.

La sintesis asimétrica puede realizarse utilizando:

a) Sustrato activo. Si un nuevo centro asimétrico es creado en una molécula que ya es
opticamente activa se producen los dos diasteromeros en diferente proporcion, puesto que el
reactivo ataca desde el lado menos impedido. Para ciertas adiciones a doble enlace carbono-
oxigeno de cetonas que contienen un carbono asimétrico en la posicién a, la Regla de Cram
predice cual diasteromero predominard (Cram, 1968). El término auxiliar quiral se refiere al
reactivo utilizado para la formacion de vn derivado quiral de una molécula, que después de la
produccion del nuevo centro asimétrico es eliminado por medio de otra reaccion quimica.

b) Reactivo quiral. Cuando un sustrato opticamente inactivo es convertido selectivamente en uno
de dos enantiémeros posibles se dice que se trata de una reaccion enantioselectiva.

¢) Catalizador o disolvente quiral. La asimetria presente en una reaccion, en forma de un
catalizador quiral o un disolvente quiral, da lugar a la formacion selectiva de un estereoisémero.



3.4 BIOTRANSFORMACIONES

La tiotecnologia es una ciencia interdisciplinaria con aplicaciones er muchos campos, como son
el de alimentos y la industria farmacéutica. Una de las definiciones de la biotecnologia es la
utilizacion de células o partes de ellas para obtener un producto.

Es indudable la interaccion entre la biotecnologia y la quimica, diandose le que se conoce como
biotransformaciones, que pueden ser realizadas con microorganismos vivos o con enzimas. Es
éste un campo poco explotado en México, tanto a nivel de investigacién como de produccion.
Una biotransformacién puede describirse como el proporcionar a un microorganismo un sustrato
que no es el natural, pero con el que tiene suficientes similaridades estructurales, para que lo
incluya en alguna parte de su metabolismo y lo transforme en un producto determinado (Czuk y
Glanzer, 1991).

El campo de las biotransformaciones, al inicio de la década de los ochenta, desperto tal
entusiasmo entre los biotecnologos que se pensd que llegaria a desplazar a la quimica organica
tradicional. Sin embargo, en los ultimos cinco aiios 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 algin paso clave en la sintesis no
puede realizarse por métodos tradicionales o por razones de costo o ambientales.  Las
biotransformaciones pueden realizarse haciendo uso de microorganismos o de enzimas aisladas, y
tienen ciertas ventajas, como son:

a) Regio y estereoselectividad. b) Disponibilidad de gran variedad de organismos y posibilidad de
modificacion de las propiedades cataliticas por manipulacion genética. c¢) Seguridad (evita el uso
de reactivos toxicos). d) Condiciones suaves de transformacion (temperatura, presion y pH). e)
Los biocatalizadores son capaces de realizar una gran variedad de reacciones organicas.

Sin embargo, también tienen desventajas: a) No es siempre posible tener acceso al enantiomero
deseado. b) Frecuentemente se -utilizan altas diluciones. ¢) Con microorganismos se tiene el
riesgo de reacciones laterales no deseadas. d) Cuando se emplean enzimas aisladas, se requiere
frecuentemente la adicion de cofactores, que son sumamente costosos. e) Los biocatalizadores
son térmicamente inestables. f) Incompatibilidad con algunos disolventes organicos. g)
Reacciones generalmente lentas y con riesgo de inhibicion. h) Aislamiento tedioso y grandes
volumenes de efluentes en lotes industriales. (Csuk y Glanzer, 1991; Servi, 1990),

Los microorganismos son usados para la sintesis de algunos importantes productos quimicos
como por ejemplo, acido glutamico, acido citrico y etanol. En la produccion farmaceéutica, la
biotecnologia, desde hace muchos afios, es utilizada en la sintesis de antibidticos (penicilina,
tetraciclina, eritromicina), vacunas (polio, sarampion, DPT), vitaminas (complejo B) y hormonas
esteroides.

El empleo de enzimas aisladas implica un alto costo comparado con el uso de microorganismos
vivos, pero tiene ventajas que en muchas ocasiones compensan este alto costo, como son un
mejor rendimiento (al evitarse productos laterales que serian producidos por otras enzimas del
microorganismo), menores volimenes y un aislamiento mas facil del producto. En algunos casos
se ha logrado superar el problema del costo utilizando las enzimas o los cofactores inmovilizados
en un soporte inerte.
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. 4. ANTECEDENTES

Se calcula que aproximadamente el 25% de los farmacos usados en la actualidad son
administrados como mezclas racémicas, a pesar de que la presencia del isémero inactivo
implica con frecuencia no s6lo la necesidad de consumir una dosis mayor del medicamento,
sino una mayor toxicidad de la mezcla racémica comparando con el enantiémero
terapéuticamente util (Stinton, 1992). Recientemente, la Food and Drug Administration
(FDA) ha establecido nuevos lineamientos para la comercializacién de estos firmacos, y en
muchos casos particulares se prevé que en un futuro cercano serd permitida la venta del
farmaco s6lo como el enantiémero puro que posee la actividad biolégica Gtil (Borman, 1992;
Stinton, 1995).

La mayor parte de los farmacos adrenérgicos o simpaticomiméticos son empleados en
terapéutica como mezclas racémicas. En algunos casos, como la efedrina, los efectos
farmacol6gicos de ambos isdmeros son diferentes pero pueden ser complementarios para lograr
un efecto terapéutico til. En muchos otros, sin embargo, no se justifica el administrar una
mezcla racémica, cuando uno de los isémeros es inactivo o presenta actividad no deseada. De
ahi la necesidad de desarrollar ya sea sintesis enantioselectivas o métodos eficientes de
separacion de los enantiémeros de estos firmacos. '

Los farmacos que actdan sobre los receptores adrenérgicos tienen como requisito estructural el
poseer una ariletanolamina con la configuracién R en el carbono bencilico de la cadena lateral.
En el caso de los firmacos adrenérgicos es comin encontrar diferente actividad bioldgica en
cada una de las formas enantioméricas. Asi, por ejemplo, para la nilidrina (1), utilizada como

mezcla racémica de la forma eritro [ (+)-eritro, (aS, BR, yYR) y (-)-eritro, («R, BS, ¥S)], se
ha descrito actividad estimulante de los receptores [(-adrenérgicos en el isémero (-)-eritro,

mientras que el enantiomero (+)-eritro es un bloqueador de receptores a (Van Kijk y col.,
1963). En el caso de la isoxuprina (2) Claasen (1961) encontré similares tipos de actividad en

ambos enantiémeros de la forma eritro, el (+)-eritro, (aR, BS, yS) y el (-) eritro (aS, BR,
YR), siendo en ambos casos, como en todos los compuestos con actividad adrenérgica, el
isémero R en el carbono base del alcohol el responsable de los efectos (-adrenérgicos
(estimulantes de los receptores f3).

HO-@—CHOH——CHCH3——NH—CHCH3——CH2—CH2—©

@ ¥

Nilidrina (1)

.
-

H04©—~CHOH-—CHCH3—NH—CHCH3—CH2—— o@

¥
Isoxuprina (2)

ko N

i
a
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~ Las levaduras de panificacién pueden inducir la formacién de enlaces carbono-carbono en la
fermentacién de ciertos aldehidos. Los primeros reportes relacionados con esta reaccién de
condensacién fueron publicados por Neuberg (1921), quien informé la obtencién de (R, S)-1-
fenil-1,2-dihidroxipropano via una a-hidroxicetona no aislada.  Fuganti y colaboradores
(1977) ampliaron estas investigaciones sobre otros aldehidos aromaéticos, obteniendo en la
mayoria de los casos rendimientos cercanos al 30% de los eritro-dioles correspondientes con
excesos enantioméricos de 97%. (Esquema 4.1)

Esquemna 4.1
Condensacién aciloinica-reduccion de aldehidos aromdticos promovida por levaduras.

HO, H

CHO "
O —
o)

R

R= H, p-CH;, p-Cl, p-F, p-OCH,, 0-OCH,;, 0-Cl, o-F, m-F

Estd descrito (Ohta y col., 1986) que, en esta biotransformacién, a pH &cido se produce
principalmente la hidroxicetona (pH Optimo 5), mientras que a pH basico (6ptimo 7.5), se
obtiene el eritro-diol correspondiente, siendo el principal producto lateral el alcohol bencilico.

El sistema enzimatico involucrado en esta reaccién es la piruvato descarboxilasa, la cual opera
en una reaccién que involucra Mg?* y pirofosfato de tiamina; la unidad CH;C=0 proviene de
la descarboxilacién del piruvato y es transferida por medio del pirofosfato de 2-(a-
hydroxyethyl)tiamina a la cara si del grupo carbonilo del aldehido aceptor para formar la (R)-
o-hidroxicetona, la cual sufre posterior reduccién en la cara re por una alcohol

deshidrogenasa, resuitando la formacién de un diol con configuracién anti (R, S). (Kren y
col., 1993)

Esta condensacion encontrd aplicacion industrial en la sintesis 'de l-efedrina (Rose, 1961) a
partir de benzaldehido, siendo uno de los primeros procesos industriales que combinan en una
sintesis métodos microbioldgicos y quimicos, pues la hidroxicetona (C) producida durante la
fermentacidn a partir del benzaldehido es el primer intermedio de un proceso de dos pasos para
la manufactura de la /-efedrina. ( C ) presenta un centro quiral que induce cierta
diastereoselectividad hacia la formacién del segundo centro quiral {esquema 4.2).
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- Esquema 4.2
Sintesis industrial de (R, S)-efedrina.

O OH
levaduras CH;NH,
H _— ———
H, Pd/C
(C)

Se han descrito recientemente estudios realizados en relacién con esta biotransformacién, que
involucran la utilizacién de levaduras inmovilizadas (Nikolova y Ward, 1994, Coughlin y
Mahmoud, 1992 y Mahmoud y col., 1990), medio bifisico (Nikolova y Ward, 1993), cepas
mutantes hiperproductoras (Seely y col., 1990), cultivo continuo (Agarwal y Basu, 1989) y
corriente eléctrica (Ellaiah y Krishna, 1988). Oldrich y Zuazec (1986) patentaron un método
que involucra la adicién de acetaldehido a la mezcla de fermentacién para inhibir la reduccién
y con esto reporta rendimientos de hasta el 67% de la (R)-1-hidroxi-1-fenilpropanona.

Es éste un método potencialmente atil para la sintesis enantioselectiva de otros firmacos
adrenérgicos del tipo (R,S)-1-aril-2-aminopropanoles como por ejemplo, Oxifedrina (7);
Isoxuprina (5); Nilidrina (6); Dioxetedrina (17); Ritodrine (18); Fenilpropanolamina (19);
Nordefrin (20).

OH

Dioxetedrina (17)

Fenilpropanolamina (19) Nordefrin (20)
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- 5. OBJETIVOS

. Obtener el isémero (R) de la 1-hidroxi-1-(4-hidroxifenil)-2-propanona mediante una
tiotransformacién promovida por levaduras.

2. Reproducir las condiciones descritas en la literatura para la condensacion acilofnica del
benzaldehido empleando levaduras de panificacién comercialmente disponibles en México.

3. Estudiar el efecto de la modificacion de diferentes variables sobre la biotransformacién de
benzaldehido durante la fermentacion de S. cerevisiae.

4. Evaluar la eficiencia de la reaccion de condensacién aciloinica promovida por levaduras
sobre diferentes aldehidos aromaticos con funcidn oxigenada en posicion para.

5. Comparar la capacidad catalitica de diferentes marcas de levaduras de panificacion
disponibles en México, asi como de Kluyveromyces marxianus, hacia la sintesis de aciloinas
arométicas a partir de benzaldehidos.

6. Optimizar las condiciones de fermentacidn sobre el sustrato con funcion oxigenada en 4-
que ofrezca mejores perspectivas hacia la condensacion aciloinica de benzaldehidos.
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. 6. METODOLOGIA

Microorganismos: Para el estudio de 1z biorreduccién de cetonas arométicas se emplearon
levaduras de panificacién de la marca SAFMEX (deshidratadas). Para estudiar la capacidad
de promover la condensacién acilofnica de aldehidos aromaticos se utilizaron dos variedades de
levaduras: 1) Levaduras de panificacion (Saccharomyces cerevisiae) de la marca SAMEX
(deshidratacas), AZTECA (prensadas) y LEVIATAN (prensadas). 2) Kluyveromyces
marxianus cepa CDBBL278.

Reactivos: Se utilizaron reactivos Merck y Aldrich grado analitico.

Equipo para las fermentaciones: [Las fermentaciones fueron realizadas en matraces
erlenmeyer de diferente capacidad en un bafio de agua con agitacién American Optical modelo
2156.

Determinacion de pH: Se utiliz un potencidmetro marca Metrohm mod. 691.

Monitoreo de las biotransformaciones: Se siguié el progreso de las reacciones por
cromatografia en capa fina de silice, revelando con luz ultravioleta y vapores de yodo.
Determinacién de exceso enantiomérico: Se realizd por relacion de la rotacién dptica
registrada con la informada para el producto puro (Négradi, 1987).

Rotacion optica: Se utilizé un polarimetro Perkin-Elmer modelo 341.

Andlisis de los productos de fermentacién por cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR): Se empleé un cromatégrafo de liquidos Waters modelo 600E con
columna de acero pBondapak C;3 de WATERS (2.1 X 300mm). La fase mévil fue agua-
acetonitrilo 70:30, flujo de 1.6 mL/min. Detectores de luz U.V. a 254 nm y de indice de
refraccion.

Andlisis de los productos de fermentacion por espectrometria de Resonancia Magnética
Proténica (RMP): Fue realizada en un espectrometro de resonancia magnética proténica
Varian EM360L de 60 Mhz, empleando cloroformo deuterado como disolvente.

6.1 Sintesis de 1-hidroxi-1-fenil-2-propanona (C) a particr de benzaldehido por
fermentacion con S. cerevisiae. Se estudidé la biotransformacién de benzaldehido con S.
cerevisiae, reproduciendo la metodologia descrita en la literatura y valorando el efecto de la
modificacion de diferentes variables sobre la produccién de (C).

6.1.1 Reproduccion del método patentado (Oldrich, 1986) para la sintesis de 1-hidroxi-1-
fenil-2-propanona a partir de benzaldehido con S. cerevisiae. Se prepard una solucién de
2.5 g de sacarosa, 0.25 mL de licor de maiz y 0.02 mL de acido fosférico en 60 mL de agua
destilada en un matraz erlenmeyer de 250 mL y se ajust6 el pH a 5.5 por adicién de hidréxido
de potasio al 10%. Se adicionaron 1.5 g de levaduras de panificacién SAFMEX, se protegid
la boca del matraz con un algodon y se cultivé a 30° con agitacién reciproca durante 30
minutos. Se inicid enionces la adicion de una mezcla de 0.4 mL benzaldehido y 0.25 mL de
acetaldehido, en 10 porciones, una cada hora, (aprox. 0.06 mL en cada adicién). Después de
la dltima adicidn se agit6 a la misma temperatura una hora mds. :

6.1.1.1 Aislamiento de la mezcla de productos. Se dio por terminada la fermentacion
adicionando 8 g de cloruro de sodio y 10 mL de acetato de etilo. Se agitd durante 15 minutos
y se guard6 a 5°C durante la noche. Se filtré sobre una cama de celita, lavando con 10 mL de
acetato de etilo; se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo tres veces mas con 10 mL
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cada una de acetato de etilo. -El extracto orgénico se lavé con bicarbonato de sodio al 10%, se
secd sobre sulfato de sodio y se concentr6 a sequedad en rotavapor, para dar 0.43 g de un
aceite cuya composicién fue determinada por CLAR y por espectrometria de RMP.

6.1.1.2 Purificacién de la 1-hidroxi-1-fenil-2-propanona.  Se realizd la separacion
cromatogidfica de 0.8 g de la mezcla de fermentacién en una columna de silice (50 g),
utilizando como eluyente cloruro de metileno:acetato de etilo 98:2. Se obtuvieron 18
fracciones de 20 mL que fueron examinadas por cromatografia en capa fina; se reunieron las
fracciones que contenian la misma sustancia y se elimind el disolvente en rotavapor. Los
productos en las fracciones fueron caracterizados por sus espectros de RMP.  Se determind la
rotacién éptica de la 1-hidroxi-1-fenil-2-propanona aislada.

6.1.2 Diseiio experimental para la optimizacién de la sintesis de 1-hidroxi-1-fenil-2-
propanona (C) a partir de benzaldehido por fermentacion con S. cerevisige. Se estudio el
efecto de la modificacién de diferentes variables en la obtencién de la 1-hidroxi-1-fenil-2-
propanona { C ) a partir de benzaldehido por fermentacién con §. cerevisiae, con el objeto de
incrementar la produccién de C. Empleando la metodologia descrita en 6.1.1 se realizaron
por lo general cuatro experimentos simultineos. En cada caso se repitieron, en un experimento
posterior, las condiciones que produjeron el mayor rendimiento del producto deseado (C). El
aislamiento de la mezcla de productos y la cuantificacién de éstos se realizé utilizando el
método que se describe en 6.1.1.1.

Las variables estudiadas fueron:

Marcas de levaduras de panificacién comerciales.
Medio de fermentacion

pH

Proporcion de acetaldehido

Nimero de adiciones de aldehidos

Relacion masa celular/sustrato (m/s)

6.1.2.1 Biotransformacion de benzaldehido con S. cerevisiae empleando diferentes marcas
comerciales de levaduras de panificacion. Se realizaron tres experimentos, empleando en
cada uno de ellos 1.5 g (base seca) de levaduras de panificacion (Saccharomyces cerevisiae) de
tres marcas comercialmente disponibles en el mercado. Las marcas utilizadas fueron:
SAFMEX (deshidratada), AZTECA (prensada) y LEVIATAN (prensada).

Previamente, se determiné la cantidad de humedad de cada una de las levaduras comerciales
secando una muestra de 0.5 g de cada una de las levaduras a 50°C hasta peso constante.

6.1.2.2 Biotransformacion de benzaldehido con S. cerevisiae variando el medio de
fermentacién. Con las levaduras marca SAFMEX (empleadas en lo sucesivo), se estudié la
conveniencia de utilizar una solucién 0.05M de fosfatos de pH 5.5 y como nutriente 0.125 g
de extracto de levadura, para lo cual se hicieron cuatro experimentos combinando ambas
variables: 1) Fostatos 0.004 M pH 5.5 / licor de maiz; 2) Fosfatos 0.05 M pH 5.5 / licor de
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maiz; 3) Fosfatos 0.004 pH 5.5 M / extracto de levadura; 4) Fosfatos 0.05 M pH 5.5 /
extracto de levadura.

6.1.2.3 Biotransformacion de benzaldehido con S. cerevisiae variando el pH. Se
realizaron cuatro fermentaciones utilizando como medio soluciones buffer de fosfatos 0.05 M
de pH 5.5 y extracto de levadura (empleados en lo sucesivo) con los siguientes pHs: 4.0, 4.5,
y 5.0.

6.1.2.4 Biotransformacién de benzaldehido con S. cerevisiaze con adicién de diferentes
cantidades de acetaldehido. Se realizaron tres experimentos con levaduras de panificacion
marca SAMEX, variando la proporcién de acetaldehido con relacién a benzaldehido: 25%,
12.5% y 0% (p/p).

6.1.2.5 Biotransformacion de benzaldehido con S. cerevisiae variando el nimero de
adiciones de aldehidos. En cuatro experimentos se modificé el nimero de adiciones de
aldehidos a 7, 5, 3y 1. El tiempo total de la fermentacién fue mantenido en 12 hrs.

6.1.2.6 Biotransformacion de benzaldehido con S. cerevisiae variando la relacién masa
celular / sustrato. Se modificé la proporcién de benzaldehido (mas 50% de acetaldehido) con
relacién al peso de levaduras empleado. Se hicieron 10 adiciones y se permitié la
fermentacion durante 12 hrs. Se probaron las siguientes relaciones de masa celular / sustrato
(m/s): 3.5, 4,4.5,5.

6.1.3 Método optimizado de biosintesis de 1-hidroxi-1-fenil-2-propanona (C) a partir de
benzaldehido con S. cerevisiae. A 240 mL de solucién buffer de fosfatos 0.05 M de pH
5.5, 10 g de sacarosa y 0.5 g de extracto de levadura, contenidos en un matraz erlenmeyer de
1 L se adicionaron 7.2 g de levaduras de panificacion SAFMEX, se protegié la boca del
matraz con algodén y se cultivé a 30°C con agitacién durante 1 hr.  Se inicid la adicién lenta
de una mezcla de benzaldehido (1.6 mL) y acetaldehido (1 mL) en 7 porciones, una cada hora,
manteniendo la agitacién y la temperatura constantes. Después de la altima adicidn se agit6 a
la misma temperatura una hora mas.

Aislamiento de la mezcla de productos de fermentacion: Al caldo de fermentacién se
adicionaron 60 mL de acetato de etilo y se saturé con cloruro de sodio. Se agitdé durante 15
minutos, se filtrd sobre celita y se hicieron tres extracciones con 60 mL cada una de acetato de
etilo. La fase orgdnica se lavo con 40 mL de solucién al 5% de bicarbonato de sodio, se seco
con sulfato de sodio y se concentrd a presién reducida hasta sequedad. El producto crudo fue
sometido a andlisis por CLAR y por espectrometria de R.M.P.

6.2 Biotransformaciéon de benzaldehido con K. marxianus. Se comparé esta
biotransformacién con células aisladas y con células en su medio de cultivo.

6.2.1 Propagacion de K. marxianus. Se cultivé la levadura en un matraz de 1000 mL con
400 mL de medio estéril con la siguiente composicion (g/100 mL): 5 g glucosa, 0.2 g sulfato
de amonio, 0.05 g fosfato monosédico, 0.05 g sulfato de magnesio, 0.2 g extracto de
levadura. Se incubd durante 24 hrs con agitacion a 32°C.
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6.2.1.1 Aislamiento de K. marxianus. Las células fueron aisladas por centrifugacién a 5000
R.P.M. durante 10 min y se mantuvieron a 5°C en condiciones estériles.

6.2.2.Biotransformaciéon de benzaldehido con células aisladas de K. marxianus Se
reprodujeron las condiciones de fermentacién descritas en 6.1.3, pero utilizando 3.5 g de K.
marxianus (con un contenido de humedad aproximado de 65%) en lugar de 1.8 g de S.
cerevisiae seca.

6.2.3 Biotransformacion de benzaldehido con K. marxianus en su medio de cultivo. Se
realizd la propagacion de K. marxianus en 400 mL del medio de cultivo descrito en 6.2.1,
empleando las mismas condiciones. Se adicionaron al caldo de cultivo 12.5 g de sacarosa y
solucién de hidréxido de sodio 0.1 N hasta pH de 5.5. Se inici6 entonces la adicién de
benzaldehido (1 g), mezclado con el acetaldehido (0.5 g), en 7 porciones, una cada hora. Se
mantuvieron mientras tanto las condiciones de temperatura y agitaciéon. Dos horas después de
la qltima adici6n se termind la fermentacién y se aisldé la mezcla de productos siguiendo la
metodologia descrita en 6.1.3.

6.3 Biotransformacién de benzaldehidos con sustituyentes oxigenados en posicion 4- por
fermentacion con S. cerevisiae y con K. marxianus. Se someti6 cada uno de los siguientes
aldehidos a las condiciones de fermentacién descritas en 6.1.3. y 6.2.2. :

I.  4-hidroxibenzaldehido
II. 4-acetoxibenzaldehido
III. 4-benciloxibenzaldehido
IV. 4-metoxibenzaldehido

Se determiné el progreso de la transformacién por cromatografia en capa fina, prolongdndose
el tiempo de reaccidn hasta por 72 hrs para los aldehidos I y III.

6.4 Biosintesis de 1-(4-metoxifenil)-1-hidroxi-2-propanona (C°) a partir de 4-
metoxibenzaldehido (B”). Se estudid la biotransformacién de 4-metoxibenzaldehido (B”) en
condiciones de fermentacion de ambas variedades de levaduras, S. cerevisiae y K. marxianus
(células aisladas), con el objetivo de obtener la 1-(4-metoxifenil)-1-hidroxi-2-propanona (C").

6.4.1 Biotransformacion de 4-metoxibenzaldehido con S. cerevisiae. En cuatro
experimentos simultdneos, se siguid el procedimiento descrito en 6.1.3., pero utilizando 4-
metoxibenzaldehido en lugar de benzaldehido en las siguientes cantidades: 0.4 g, 0.3 g, 0.2 g
y 0.1g.

6.4.2 Biotransformacion de 4-metoxibenzaldehido con K. marxianus (células aisladas).
Se realizaron cuatro fermentaciones como la descrita en 6.2.2, pero adicionando 4
metoxibenzaldehido en lugar de benzaldehido en las siguientes cantidades: 0.4 g, 0.3 g, 0.2 g
y 0.1g..

6.4.3 Biotransformacién de 4-metoxibenzaldehido con K. marxiaﬁus en su medio de
cultivo. Se estudio el efecto de la modificacién de diferentes variables en la produccién de la
1-hidroxi-1-(4-metoxifenil)-propanona (C") a partir de 4-metoxibenzaldehido, durante la
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fermentacién de K. marxianus, empleando la metodologia general citada en 6.4.3.1. Las
variables estudiadas fueron: relacién masa celular/sustrato (m/s), cantidad de sacarosa, pH,
nimero de adiciones de aldehidos, tiempo total de fermentacién.

6.4.3.1 Método general de biotransformacion de 4-metoxibenzaldehido con K. marxianus
en su medio de cultivo. Se prepararon 400 mL de medio de cultivo liquido conteniendo 5%
de glucosa, 0.2% de sulfato de amonio, 0.05% de fosfato monosédico, 0.05% de sulfato de
magnesio y 0.2% de extracto de levaduras. Se distribuyeron en cinco matraces erlenmeyer de
250 mL (80 mL de medio en cada uno), y se esterilizaron a 12 psi durante 30 minutos. Uno
de los matraces se inoculé con células de K. marxianus y se incub6 a 30°C con agitacién
durante 24 hrs. De este precultivo se tomaron 4 mL para sembrar cada uno de los cuatro
medios restantes, los cuales fueron incubados también por 24 hrs a 30°C.

Después de la propagacién de las levaduras, a cada uno de los cultivos se adicioné la cantidad
preestablecida de sacarosa y una solucién de hidréxido de sodio 0.1 N hasta el pH
determinado. Se inicid entonces la adicién de 4-metoxibenzaldehido, mezclado con 50% en
peso de acetaldehido, segiin la cantidad de éstos y el nimero de adiciones predeterminados.
(Ver tabla 7.3). Se mantuvieron mientras tanto las condiciones de temperatura y agitacion.

Después de la dltima adicion se tomaron muestras cada hora para monitorear por
cromatografia en capa fina el progreso de la transformacion y decidir el tiempo adicional de
fermentacion. Cuando la fermentacion se dio por terminada, se aislé la mezcla de productos
siguiendo la metodologia descrita en 6.1.3.1. El andlisis de la mezcla de reaccién se realizd
por espectrometria de RMP.

6.4.3.1.1 Variacion de la relaciéon masa celular/sustrato en la fermentacién de K.
marxianus con 4-metoxibenzaldehido (B°). En tres experimentos se adicioné el 4-
metoxibenzaldehido en las siguientes cantidades: 0.4, 0.3 y 0.2 g. En el cuarto matraz se
redujo el tiempo de fermentacidén a doce horas para la concentracién mas baja de sustrato. El
acetaldehido se adiciondé mezclado con el sustrato y en una proporcién de 50% en relacion a
éste. '

6.4.3.1.2 Variacién de la cantidad de sacarosa en la fermentacién de K. marxianus con
4-metoxibenzaldehido (B“). Para 0.2 g de sustrato y 0.1 de acetaldehido, se realizaron
cuatro experimentos variando la cantidad de sacarosa adicionada al medio de fermentacién. Se
emplearon las siguientes cantidades de sacarosa: 1, 1.5, 2y 2.5¢g (1.25%, 1.85%, 2.5% y
3% respectivamente).

6.4.3.1.3 Variacion del pH en la fermentacion de K. marxianus con 4-
metoxibenzaldehido (B”). Se modificé el pH del medio después de la propagacion de las
células por adicion de una solucién 0.1 N de hidréxido de sodio. Los pH s ensayados fueron:
5.5,5,45y4. :
6.4.3.1.4 Variacién en el nimero de adiciones de sustrato en la fermentacion de K.
marxianus con 4-metoxibenzaldehido (B”). Se hicieron cuatro experimentos variando el
numero de adiciones del sustrato (0.2 g) mezclado con acetaldehido (0.1 g). Se compararon
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los resultados haciendo 7, 5, 3 y 1 adiciones con periodicidad de 1 hora. El tiempo total de
fermentacién en todos los casos fue de doce horas.

6.4.3.1.5 Variacion ‘en el tiempo de fermentacién de K. marxianus con 4-
metoxibenzaldehido (B”). Se repitio la serie de experimentos descrita en 6.4.1.1.2.4, pero el
tiempo total de fermentacién se fijé en dos horas después de la dltima adicién.

6.4.3.2 Método optimizado de obtencién de 1-(4-metoxifenil)-1-hidroxi-2-propanona (C’)
a partir de 4-metoxibenzaldehido por biotransformacién promovida por K. marxianus.
Se realiz6 un cuitivo de X. marxianus en un matraz erlenmeyer de 1 L conteniendo 400 mL
del medio descrito en 6.2.1. Después de la propagacién de las levaduras se adicionaron 10 g
de sacarosa y una solucién de hidréxido de sodio 0.1 N hasta pH de 5.0. Se inicié entonces
la adicién de 4-metoxibenzaldehido (1 g), mezclado con el acetaldehido (0.5 g), en 10
porciones, una cada hora. Se mantuvieron mientras tanto las condiciones de temperatura y
agitacién. Dos horas después de la dltima adicion se termind la fermentacién y se aislé la
mezcla de productos de la manera usual. El andlisis de la mezcla de reaccién se realizé por
espectrometria de RMP.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Biosintesis de (R)-1-hidroxi-1-fenilpropanona ( C ) por fermentacion de S. cerevisiae
en presencia de benzaldehido. En la primera parte del proyecto se :reprodujeron y
optimizaron las condiciones descritas en la literatura (Oldrich, 1986) para la cbtencién, a partir
de benzaldehido, de la (R)-1-hidroxi-1-fenilpropanona (C, Esquema 7.1), utili;ando una cepa
de Saccharomyces cerevisiae deshidratada disponible comercialmente en Mexico (Levadura
Comercial de Panificacion SAFMEX).

Esquema 7.1

Estd reportado (Ohta y col., 1986) que el principal producto lateral de esta biotransformacion
es el diol (D), resultado de la reduccién de la cetona (C), teniendo el pH del medio de
fermentacién una influencia determinante en la produccion de este metabolito; a pH”s 4cidos
(4-6) se inhibe la reduccidn. Nosotros encontramos, sin embargo, que en todos los
experimentos realizados el producto principal es el alcohol bencilico (A), producto de la bio-
reduccion del benzaldehido. Esto sucedié atin con la adicién de acetaldehido a la mezcla de
fermentacion, lo cual esta reportado que disminuye la formacién de productos de reduccion,
aparentemente porque funciona como un aceptor de hidrégeno.

Bajo las condiciones descritas en 6.1.1 y utilizando las levaduras de panificacion SAFMEX,
se obtuvo como producto de reaccién un aceite cuya composicién fue determinada por
cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) y por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de hidrégeno (RMP), calculédndose la proporcién de los productos en la
mezcla de reaccidn como se muestra en la Tabla 7.1 (exp. No. 6.1.2.1.a), (espectro 6.1.
2.1.a)

De una parte de esta mezcla se separaron los productos por cromatografia en columna de
silice. Se obtuvieron, a partir de 0.8 g del crudo de esta reaccién, 0. 1;39 g de un producto de
polaridad ligeramente menor a la del alcohol bencilico, que fue identificado como la 1-hidroxi-
1-fenil-2-propanona (C), por medio de su espectro de RMP (Brussee, 1988): & (ppm) 2.05
(s, 3H, CH; ; 4.6 (s, 1H, OH) ; 5.0 (s, 1H, CH); 7.32-7.41 (m, SH Ar). [a]p”® - 277°
(c=1, CHCl,). (ver espectro C) E.e. 70%. (reportado [at]p™ - 395°) (Fuganti y col., 1988).
También fue aislado por cromatografia en capa fina el diol (D) para usarlo como referencia en
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el andlisis cromatografico y espectroscépico: 8 (ppm) 1.05 (d, 3H, j= 3.0, CH;); 2.75 (s,
2H, 2 x OH); 3.9-4.4 (m, 1H, CH-2) ; 4.7 (d, 1H CH-1) ; 7.25 (s, SH, Ar). (Espectro D).

Se realizaron entonces una serie de experimentos encaminados a incrementar la produccion de
C durante esta fermentacion. Las variables estudiadas fueron:

a) marcas comerciales de levaduras de panificacién
b) medio de fermentacién

c) proporcién de acetaldehido

d) nimero de adiciones de benzaldehido/acetaldehido
e) proporcion de células

7.1.1 Biotransformacion de benzaldehido con diferentes marcas comerciales de levaduras
de panificacion. En la Tabla 7.1 se resumen los resultados obtenidos aplicando la
metodologia descrita en 6.1.1 sobre diferentes marcas comerciales de levaduras (exp. 6.1.2.1
a-c). Se encontrd que las levaduras de panificacion SAFMEX dieron un porcentaje mayor del
producto C. También se comprobd que estas levaduras permiten una mayor reproducibilidad
en los resultados, por lo que fueron las levaduras de panificacion empleadas en los
experimentos posteriores.

7.1.2 Efecto de modificaciones en el medio de fermentacién en la produccién de 1-
hidroxi-1-fenilpropanona (C) a partir de benzaldehido por fermentacién con S. cerevisiae.
Considerando que una solucién de fosfatos de mayor concentracién podria servir como
amortiguador del pH de la reaccién, se probd la biotransformacién utilizando como medio de
fermentacion soluciones de fosfatos de diferente concentracién y extracto de levadura como
fuente de nitrégeno. En la tabla 7.1 (exp. 6.1.2.2.a-d) se marca la proporcion obtenida de
productos de la fermentacion utilizando soluciones 0.05 M y 0.1 M de fosfatos de pH 5.5 (a
diferencia de lo que esta descrito en la patente, aprox. 0.004M) y extracto de levadura (0.125
g) en lugar de licor de maiz, para lo cual se hicieron cinco fermentaciones combinando las
variables. Se observé un ligero incremento en la produccion de C al utilizar una solucidn
buffer de fosfatos de concentracién 0.05 M y extracto de levadura, por lo que en experimentos
sucesivos fue éste el medio de fermentacién empleado.

7.1.3 Efecto del pH del medio de fermentacion en la produccién de 1-hidroxi-1-
fenilpropanona ( C ) a partir de benzaldehido por fermentacién con S. cerevisiae. Se
hicieron tres fermentaciones empleando buffer 0.05M con pH de 4.0, 4.5 y 5.0. En todas las
pruebas se observd un menor rendimiento de C, por lo que se concluyd que el pH inicial de
5.5 es el més conveniente, observindose que el pH del medio hacia el final de la fermentacion
llega hasta 3 - 3.5. (Ver tabla 7.1; exp. 6.1.2.3a - ¢).

7.1.4 Efecto de la cantidad de acetaldehido adicionada en la produccién de 1-hidroxi-1-
fenilpropanona (C) a partir de benzaldehido por fermentacion con S. cerevisiae. Se
realizaron cuatro fermentaciones variando la proporcién de acetaldehido con relacién a
benzaldehido: 50%, 25%, 12.5% y 0%. (Tabla7.1; exp. 6.1.2.4 a - c).
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El empleo de acetaldehido como preventor de las reducciones que conducen a los productos no
. deseados (A) y (D) no parece tener una efecto importante, a diferencia de lo descrito en la
patente, aunque esto podria ser debido a las condiciones propias de la Ciudad de México, que
permiten la ebullicién del acetaldehido a 17°C, por lo que la pérdida de este reactivo por
evaporacién en las condiciones normales de fermentacién es mads significativa que en una
fermentacion realizada a menor altura sobre el nivel del mar.

7.1.5 Efecto del mimero de adiciones de aldehidos en la produccién de 1-hidroxi-1-
fenilpropanona ( C ) a partir de benzaldehido por fermentacién con S. cerevisiae. En
cuatro experimentos se redujo €l nimero de adiciones de aldehidos a 7, 5, 3 y 1. En todos
los casos el tiempo total de fermentacion fue de 12 hrs. Los resultados de estos experimentos
se registran en la tabla 7.1 (exp. 6.1.2.5.a - d). El mejor rendimiento, para una proporcién de
3.5 g de células por gramo de sustrato, correspondié a siete adiciones.

7.1.6 Efecto de la relacion masa celular/sustrato en la produccién de 1-hidroxi-1-
fenilpropanona ( C ) a partir de benzaldehido por fermentacién con S. cerevisige. Se
modificé la cantidad de benzaldehido adicionado (en 7 porciones, una cada hora) a 1.5 g de
levaduras, para tratar de determinar la relacion ideal que conduce al mayor consumo del
sustrato (B) y menor produccién de (A) y (D). Se probaron las siguientes relaciones de masa
celular/benzaldehido (m/s): 3.5, 4, 4.5, 5. El tiempo total de la fermentacién fue de 12 hrs.
Se obtuvo el cetol ( C ) en la mayor proporcién (25.5%) cuando se utiliz6 una proporcién de
4.5 g de levaduras por gramo de benzaldehido (Tabla 7.1; exp. 6.5.2.6.a - ¢).

La proporcién ideal de células en relacién con benzaldehido depende del nimero de adiciones
que se hacen de dicho sustrato, asi como del tiempo que se conceda a la fermentacion después
de la adicién del sustrato. Si se hace una sola adicién de 0.4 g de benzaldehido para 1.5 g de
levaduras, el sustrato resulta toxico para las células y su crecimiento y viabilidad son
disminuidos. Por otro lado, una proporcién grande de células promueve el consumo de todo el
sustrato en aproximadamente una hora y también promovera la reduccién del cetol ( C ) al diol
(D). Esto ha sido verificado durante el transcurso de las fermentaciones por medio de
cromatografia en capa fina o cromatografia de liquidos de alta resolucidn.

En la metodologia 6.1.3 se describié el escalamiento con las condiciones optimizadas
utilizando S. cerevisiae. Los anélisis cromatogréfico y de resonancia magnética del producto
crudo de esta reaccion coinciden en asignar a los componentes de esta mezcla una proporcion
de 57.2% de alcohol bencilico (A), 5.8 % de benzaldehidg (B), 25.3% de 1-hidroxi-1-
“fenilpropanona (C), y 11.6 % del diol (D). (espectro 6.1.3).

7.2 Fermentacion de Kluyveromyces marxianus con benzaldehido para la produccién de 1-
hidroxi-1-fenilpropanona. Buscando incrementar el rendimiento del producto C, se realizaron
nuevos experimentos en los que se utilizd otra variedad de levaduras, la Kluyveromyces
marxianus. Se compararon los resultados con la utilizacién de células: aisladas (metodologia
6.2.2) y con células en su medio de cultivo (metodologia 6.2.3). En la Tabla 7.1 (exp. 6.2.2
y 6.2.3) se sedalan los rendimientos relativos de los productos A, B, C y D en las mezclas
crudas de procuctos de fermentacion. Se observd que K. marxianus, ya sea empleando células
aisladas o sin aislar, en su medio de cultivo, promueve la transformacion deseada con mayor
eficiencia que la cepa de S. cerevisiae empleada (espectros 6.2.2 y 6.2.3).
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7.3 Biotransformacién de benzaldehidos con sustituyentes oxigenados en posicién 4- por
fermentacién con S. cerevisiae y K. marxianus. A pesar de los modestos rendimientos, esta
biotransformacién podria adn ser considerada como un medio dtil de preparacion de aciloinas
como intermedios para la obtencién de los aminopropanoles que pretendemos sintetizar, por lo
que se emprendié el estudio de la misma sobre sustratos con funcionalidad oxigenada en la
posicion 4-, que pueden producir intermedios utiles en la sintesis de algunos farmacos, como
la nilidrina y la isoxuprina. Con este propdsito se probé inicialmente, con las metodologias
descritas en 6.1.3 y 6.2.2, la biotransformacién con S. cerevisiae y K. marxianus sobre el p-
hidroxibenzaldehido (I); resultando la transformacién fuertemente inhibida y recuperandose la
materia prima, seguramente debido a la toxicidad del grupo fendlico.” Posteriormente se
probd la misma fermentacién con p-acetoxibenzaldehido (II), el cual tampoco resultd ser un
buen sustrato por ser ficilmente hidrolizado por enzimas de las levaduras, siendo el producto
principal el p-hidroxibenzaldehido (I) (identificado por cromatografia en capa fina). Otro
sustrato probado fue el p-benciloxibenzaldehido (I1I), el cual, probablemente debido a su baja
solubilidad en el medio, fue recuperado casi cuantitativamente después de 72 hrs de reaccion.
Las reacciones fueron monitoreadas por cromatografia en capa fina.

2 ¢ Q9

OCOCH; OCH,C¢Hs OCH;

(1) (1) (IIn (1V)

El compuesto metoxilado (IV) resultdé ser el sustrato mds conveniente para esta
biotransformacién, tanto con S§. cerevisiae como con K. marxianus, observindose en
cromatografia en capa fina una mezcla de productos similar a la mezcla obtenida de la
fermentacion de benzaldehido (esquema 7.2), por lo que se repitieron las fermentaciones en
dos series de experimentos, una con cada levadura, en presencia de cantidades diferentes de 4-
metoxibenzaldehido.

* Se realiz6 un estudio de viabilidad de la levadura K. marxianus en un medio base conteniendo concentraciones
variables (0.05, 0.1 y 0.2 g/100mL) de 4-hidroxibenzaldehido y de su sal bisulfitica, observindose que dichos
compuestos fendlicos inhiben el crecimiento de 1a levadura aiin en las concentraciones mis bajas.
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Esquema 7.2

H @ — — H
SO

CH;0 B CH;0

H,OH

CH,0

En la tabla 7.2 se sefiala la proporcion de los productos obtenidos a partir de 4-
metoxibenzaldehido en fermentaciones con ambas variedades de levaduras, utilizando las
metodologias descritas en 6.4.1 y 6.4.2. En la fermentacién con K. marxianus se produjo
mayor proporcién del metabolito deseado (C”). El diol (D”) no ha sido considerado por ser
incierta su cuantificacién por el método empleado (RMP).

Tabla 7.2
Proporci6n de productos obtenidos en la fermentacién de levaduras con p-metoxibenzaldehido y acetaldehido.

experimento LEVADURAS gsustrato % A° %B° % C~

6.4.1.a S. cerevisiae 0.4 31.5 68.5 -—
6.4.1.b “ 0.3 28 70 2
6.4.1.c “ 0.2 43 52 5
6.4.1.d “ 0.1 64 21 5
6.4.2.a K. marxianus 0.4 35 61 4
6.4.2.b “ 0.3 39.5 54 6.5
6.4.2.c “ 0.2 40 51 9
6.4.2.d “ 0.1 79 12 9

7.4 Biotransformacion de 4-metoxibenzaldehido con K. marxianus en su caldo de cultivo.
Se plantearon entonces una serie de experimentos con el objetivo de encontrar las condiciones
de fermentacién que llevaran al producto deseado, la 1-hidroxi-1-(4-metoxifenil)-propanona
(C”) con mayor rendimiento. A continuacién se discuten los resultados de los experimentos
realizados con K. marxianus en su caldo de cultivo segin el método general citado en 6.4.3.1,
Las variables estudiadas fueron:

& Proporcion de células
& Cantidad de sacarosa
e pH
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e Numero de adiciones de-aldehidos
e Tiempo total de fermentacion

Los andlisis de las mezclas crudas de reaccion fueron realizados por medio de RMP. No se
logré desarrollar un sistema de elucidn para CLAR que separara eficientemente C’y B para
realizar un andlisis confiable por este método, por lo que se decidi6 analizar la composicién de
las mezclas por RMP, aunque por este método la cuantificacion del diol (D ") es poco precisa.

7.4.1 Efecto de la variacién de la relacién masa celular/sustrato en la biotransformacion
de 4-metoxibenzaldehido durante la fermentacion de K. marxignus (experimento
6.4.3.1.1). El experimento en el que se emplearon 0.2 g de sustrato (en 10 adiciones y
mezclado con 0.1 g de acetaldehido) para 80 mL del caldo de cultivo (relacién masa
celular/sustrato de aprox. 4.8, considerando una produccién aproximada de 1- 1.2 g de
células/100 mL de medio de cultivo) dio un mayor rendimiento del producto C’ por lo que fue
ésta la proporcién de sustrato empleada en lo sucesivo. (tabla 7.3, exp. 6.4.3.1.1.a-d),

7.4.2 Efecto de la variacion en la fuente de carbono en la biotransformacion de 4-
metoxibenzaldehido durante la fermentaciéon de K. marxianus (experimento 6.4.3.1.2).
Una concentracidn de sacarosa de 2.5% favoreci6 la transformacién completa de (B’). (Ver
tabla 7.3, exp. 6.4.3.1.2.a-c). El empleo de glucosa como fuente de carbono dio como
resultado una menor transformacién del sustrato.

7.4.3 Efecto de la variacion en el pH sobre la biotransformacion de 4-
metoxibenzaldehido en la fermentacion de K. marxianus (experimento 6.4.3.1.3). Se
hicieron cuatro experimentos ajustando a diferente pH el medio de fermentacién después de la
propagacién de las células. Los pH’s ensayados fueron: 5.5, 5, 4.5 y 4. El mejor
rendimiento de C’ fue logrado con un pH inicial de 5, por lo que fue el empleado en
experimentos posteriores. Los resultados se resumen en la tabla 7.3 (experimentos
6.4.3.1.3.a-¢c).

7.4.4 Efecto de la variacién en el niimero de adiciones de aldehidos sobre la
biotransformacion de 4-metoxibenzaldehido, en la fermentacién de K. marxianus
(experimento 6.4.3.1.4). Se observd que al reducir el nimero de adiciones el rendimiento de
C’ disminuye, por lo que es conveniente adicionar el sustrato en diez porciones. (Tabla 7.3;
exp. 6.4.3.1.4.a-d). .

7.4.5 Efecto de la variacion en el tiempo de fermentacion sobre la biotransformacion de
4-metoxibenzaldehido durante la fermentacion de K. marxianus (experimento 6.4.3.1.5).
Se repitid la serie de experimentos citada en 7.4.4, pero el tiempo total de fermentacion se fijé
en dos horas después de la dltima adicién. No se logrd por este método mejorar la proporcion
del producto C’ en la mezcla de fermentacion. (Tabla 7.3; exp. 6.4.3.1.5.a-d).

Los intentos realizados para aislar, por cromatografia, una muestra pura del producto 1-
hidroxi-1-(4-metoxifenil)-2-propanona (C ") no han sido exitosos, pues este producto tiene una
polaridad muy semejante -en todos los sistemas de elucién probados- al producto de reduccion
(A7), y se carece, por lo tanto, de una muestra pura para la determinaciéon de la rotacién
optica.
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7.5. Cuantificacién de los productos en las mezclas crudas de reaccién. Interpretacién
de los espectros de R.M.N.'H '

En los espectros de las mezclas crudas de reaccién se separan claramente las sefales
correspondientes a los diferentes grupos de hidrégenos que forman parte de las moléculas que
integran dichas mezclas.

Esto se ilustra en el espectro 6.4.3.1.5.b, en el que se pueden ver las siguientes sefiales:

- El 4tomo de hidroégeno perteneciente al grupo aldehido se observa a 8= 9.8 ppm como una
sefial simple.

- Los 4 protones unidos al anillo aromético se localizan alrededor de 6=7, y se presentan
como doble doblete para los compuestos A°, B y C”, aunque con diferente desplazamiento
quimico (ver también espectros B” y A”).

- El hidrégeno base del alcohol en el cetol se observa como singulete a 6=4.9.

- El metileno (CH,) correspondiente al alcohol p-metoxibencilico (A”) es sefial simple y se
ubica en 3= 4.5 ppm.

- Los protones de los metoxilos se muestran como una sefial simple con el mismo
desplazamiento (3=3.7) para A” y C~ (se observa una sola seiial), y ligeramente desplazado a
campo bajo (6=3.8) para el metoxilo del aldehido.

- Los dtomos de hidrégeno de la metilcetona del producto C” se observa a §=2.0.

- Los protones correspondientes a los grupos OH de A’ y C’ aparecen juntos, generalmente
como una seiial ancha, con desplazamiento variable de alrededor de 6=3-4.

- El hidrégeno del metilo del compuesto D”, aunque no siempre es observable debido a que
algunas impuresas lo enmascaran, aparece como un doblete a 8=1.0.

La sefial de integracidn es proporcional al nimero de hidrégenos responsables de cada
sefial, por lo que es posible, por medicion de la altura de esta integral, hacer un cilculo

aproximado de la proporcién que guardan dichos atomos, y por consiguiente, de la proporcién
de cada componente de la mezcla.
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- 8. CONCLUSIONES

1. La biotransformacién de benzaldehido (B) en 1-hidroxi-1-fenil-2-propanona (C ) fue
estudiada con diferentes marcas de levaduras de panificacién comercialmente disponibles en €l
pais, obteniéndose el mejor vendimiento con las levaduras SAFMEX. Se determind tambi€n
que el medio de fermentacion puede ser preparado empleando una solucién de fosfatos 0.05 M
y extracto de levadura como nutriente. El méximo rendimiento logrado es muy bajo
comparado con el reportado en la literatura, lo cual puede atribuirse a caracteristicas de la cepa
empleada. Las condiciones dptimas encontradas para esta biotransformacién son:

& pH inicial: 5 - 5.5

& relacion masa celular/benzaldehido total: 4.5

& No. de adiciones 7 (en 7 hrs)

» tiempo total de fermentacidn 9 hrs

& adicién de acetaldehido en 50% (p/p).

Hay que sefialar que practicamente todas estas variables son interdependientes, de tal manera
que de la modificacion de cualquiera de ellas puede surgir la conveniencia de modificar otras.

2. La variedad de levaduras Kluyveromyces marxianus produjo un rendimiento ligeramente
mayor del cetol (C) en condiciones similares de fermentacidn, por lo que seria conveniente
estudiar su empleo en esta biotransformacidn, buscando incrementar la produccion de (C) y el
aprovechamiento de la biomasa como fuente de proteina unicelular.

3. Se determind la factibilidad de realizar esta biotransformacién en su medio de cultivo, lo
que representa un proceso mas sencillo.

4. El 4-metoxibenzaldehido (B’) fue, de los sustratos con funcidn oxigenada en posicién 4
sobre el anillo aromatico probados, el que mejores resultados dio para esta biotransformacion.
Sin embargo, el producto de la condensacion aciloinica (C’) se gener6 con rendimientos adin
mis modestos que los obtenidos en la biotransformaciéon de benzaldehido, debido
probablemente a un mayor efecto téxico sobre las levaduras, ademds de una menor reactividad
de este aldehido, y obteniéndose mejores resultados con K. marxianus que con S. cerevisiae.

Las condiciones que resultaron ser las mas convenientes para la transformacién de p-

metoxibenzaldehido en 1-hidroxi-1-(4-metoxifenil)-2-propanona durante la fermentacién de K.

marxianus fueron:

e pH inicial: de 5. A pH mas bajo se observé inhibicién de la transformacién y a pH mayor
se favorecen las reducciones.

e Relacién masa celular/sustrato: 4.8 (Una consideracién aproximada tomando en cuenta que
la produccion usual de células de K. marxianus es de aproximadamente 10 - 12 g/L). A
mayor proporcion de células la transformacion fue mas réapida y completa, pero se favorecid
mayormente la formacién de productos de reducciéon. El nimero de adiciones y el tiempo
de reaccion necesario es dependiente de esta variable.

e Fuente de carbono: La fuente de carbono mds conveniente es la sacarosa en una
concentracion de 2.5%.

e Adicion de acetaldehido en una proporciéon de 50% con respecto al sustrato. Sin embargo,
esta variable no parece tener una influencia definitiva en el rendimiento del producto
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deseado. Por otro lado, hay incertidumbre en relacién con la cantidad del reactivo
realmente presente en la mezcla de fermentacién, debido a su bajo punto de ebullicion, y
no fue posible realizar la fermentacion en sistema cerrado por la presién generada debido a
la produccién de biéxido de carbono, ademds de la presién producida por el propio
acetalc¢elido. '

o Nimero de adiciones: Aunque el nimero de adiciones de los aldehidos puede reducirse,
dependiendo de la cantidad de células, es conveniente hacer diez adiciones para disminuir el
efecto toxico de estas sustancias hacia las levaduras.

En cuanto a la pureza dptica del producto (C’), las dificultades encontradas para la purificacion
de éste, qu= es un liquido con polaridad muy similar al producto de reduccién, han impedido
que se complete este trabajo con los correspondientes estudios de rotacién Optica y
espectroscopia de resonancia magnética protonica con reactivos de desplazamiento quiral.
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9. ANEXO

ESPECTROS DE R.M.P.
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